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ZUSAMMENFASSUNG 
Evaluation des Verlaufs und der G plantatassoziierten Infektion im enese einer im
Ratteninfektionsmodell 
Philipp Forkel 
Jede  Operation,  die  das  Einbringen  von  Fremdmaterialien  in  den  menschlichen 
Körper erfordert, steigert das Risiko der Entstehung einer Infektion. Im Fall einer 
bakteriellen  Kontamination,  insbesondere  nach  offenen  Frakturen,  können 
Bakterien  auf  diesen  Materialien  adhärieren.  Somit  kann  die  notwendige 
Verwendung  dieser  stabilisierenden  Materialien  zur  Entstehung  einer  Infektion 
beitragen. 
Die Konsequenzen dieser  Infektionen können  für den Patienten dramatisch  sein. 
Eine  verlängerte  Hospitalisation, mehrere  Revisionseingriffe,  die  Entfernung  der 
verwendeten Materialien, eine Amputation der betroffenen Extremität als auch ein 
tödlicher Ausgang sind möglich. 
pVor  diesem Hintergrund  kommt  insbesondere  der  Pro hylaxe  und  der  früheren 
Diagnostik einer implantatassoziierten Infektion eine entscheidende Rolle zu. 
Ziel  dieser  Studie  war  zunächst  die  Etablierung  eines  validen  Infektionsmodells 
der  Tibia  in  der  Ratte.  Innerhalb  dieses  Modells  sollte  die  Abhängigkeit  der 
Infektion von der Applikation eines verwendeten Titanmarknagels gezeigt werden. 
Ebenfalls  galt  es  die  prophylaktische  Wirkung  eines  gentamicinbeschichteten 
Titanmarknagels  auf  die  Entstehung  einer  Osteomyelitis  zu  zeigen.  Desweiteren 
sollten  die  verschiedenen  diagnostischen  Methoden  zum  Nachweis  einer 
Osteomyelitis  miteinander  verglichen  werden.  Zu  diesem  Zweck  wurde  der 
Nachweis  einer  implantatassoziierten  Infektion  in  der  Ratte  mittels  FDG‐PET 
erprobt.  Außerdem wurden  typische Nachweismethoden wie  die  Radiologie  und 
die  Histologie  in  diesem  Projekt  auf  ihre  Fähigkeit  hin  untersucht,  eine 
Osteomyelitis frühzeitig anzuzeigen. 
Zusammenfassend  zeigte  sich  eine  Abhängigkeit  der  Entstehung  einer  Infektion 
von  einem  implantierten  Fremdkörper.  Ohne  Fremdkörper  war  keine  Infektion 
induzierbar.  Ebenfalls  konnte  die  Wertigkeit  einer  Implantatbeschichtung  zur 
Prophylaxe der Infektion bestätigt werden. Die PET ist in der Lage bereits nach 7 
Tagen post op eine  implantatassoziierte  Infektion darzustellen. Radiologisch war 
ingen, histologisch sogar erst nach 28 dieser Nachweis erst nach 14 Tagen zu erbr
Tagen. 
Datum der mündlichen Prüfung: 14.06.2010 
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Antibiotika[10]. 
Orthopädische  Operationen  wie  zum  Beispiel  der  prothetische  Ersatz  von  Knie‐ 
und  Hüftgelenken,  die  Stabilisierung  von  Frakturen  und  die  Rekonstruktion  von 
Sehnen  und  Bändern  stellen  heute  übliche  Verfahren  in  der  Chirurgie  des 
Bewungsapparates  dar[11].  Zum  Beispiel  werden  weltweit  mehr  als  1.000.000 
Hüftprothesen  pro  Jahr  implantiert[12].  Unter  Berücksichtigung  dieses  großen 
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.Einleitung 
Osteomyelitis 
Die  Osteomyelitis  stellt  eine  Entzündung  des  Knochenmarks  sowie  des 
umgebenden  kortikalen  Knochens  dar.  Charakteristisch  ist  ein  progressiver 
infektiöser  Prozess,  der  eine  Zerstörung  von  Knochengewebe,  Knochennekrosen 
und  neue  reaktive  Knochenbildung  zur  Folge  hat[1].  Bereits  zu  Zeiten  von 
Hippokrates  (460‐370  v.Chr.)  wurden  Infektionen  nach  Knochenbrüchen 
beschrieben,  hingegen  das  klinische  Bild  der  akuten  hämatogenen Osteomyelitis 
erst  sehr  viel  später  verstanden[2].  Erst  im  Jahr  1773  beschreibt  Bromfield 
Knochen  der  in  seinen  inneren  Anteilen  kariös  verändert  ist,  resultierend  von 
einer  externen  Verletzung.  Er  bezeichnet  diese  Erkrankung  als  „Abcessus  in 
medulla“ und  sagt,  dass dieser  so  rechtzeitig wie eben möglich drainiert werden 
muß[3].  
Auch  heutzutage  ist  die Osteomyelitis wegen  ihrer  hohen Therapieresistenz  und 
Rezidivgefahr  eine  gefürchtete  Komplikation  in  der  Chirurgie  des 
Bewegungsapparates.  So  können  chronische  Formen  auch  nach  jahrelangem 
beschwerdefreiem  Intervall  wieder  klinisch  apparent  werden  und  Beschwerden 
verursachen[1, 4].  
Die  Zahl  der  Infektionen  nach  elektiven  orthopädischen  Eingriffen  ist  relativ 
niedrig und wird  je nach Autor mit 0,7% bis 4,2%[5‐9] angegeben. Diese Zahlen 
variieren in Abhängigkeit von der Art des Eingriffs, des Status der Weichteile, des 
generellen  Status  des  Patienten,  sowie  der  prophylaktischen  Anwendung  von 
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Patientenkollektivs  muss  daher  auch  das  relativ  geringe  Risiko  einer 
nfekimplantatassoziierten I tion sehr ernst genommen werden.  
Das  größte  Risiko  für  eine  Infektion  stellen  die  offenen  Frakturen  dar.  50‐70% 
dieser  Frakturen  sind  bakteriell  kontaminiert[13,  14].  Durch  schwierige 
Weichteilverhältnisse  sowie  durch  Probleme  mit  dem  Wundverschluss  ist  die 
Wunde  vulnerabel  für  nosokomiale  Infektionen.  Der  Einsatz  einer  internen 
Fixation erhöht das Risiko zusätzlich. Das hat zur Folge, dass je nach Schweregrad 
(Grad  I‐III/Gustilo‐Andersson‐Klassifikation)  der  Verletzung  die  Inzidenz  von 
Infektionen  zunimmt und mit bis  zu 55% (Grad  IIIc)  angegeben wird[13‐16].  Im 
Mittel  wird  die  Inzidenz  der  Osteomyelitis  nach  einer  offenen  Fraktur  zwischen 
zwei und 16% angegeben[17]. 
Die  Entwicklung  einer  Infektion  nach  einer  offenen  Fraktur  wird  von  weiteren 
Faktoren beeinflusst. Die Lokalisation der Fraktur spielt dabei eine entscheidende 
Rolle.  Die  häufigste  Lokalisation  einer  chronischen  Osteomyelitis  oder  einer 
infizierten  Pseudarthrose  nach  einer  offenen  Fraktur  ist  die  Tibia.  Die  Rate  an 
Infektionen  wird  hier  mit  ca.  zehn  Prozent  angegeben[14,  18‐20].  Außerdem 
erhöhen Komorbiditäten die Wahrscheinlichkeit einer postoperativen Infektion, da 
sie die Immunabwehr kompromittieren. In der Cierny­Mader­Klassifikation werden 
diese  in  systemische  und  lokale  Risikofaktoren  unterteilt.  Diabetes  mellitus, 
Erkrankungen  der  Nieren  und  Leber,  ein  schlechter  Ernährungszustand,  eine 
chronische Hypoxie, eine Immunsuppression/‐defizienz, eine maligne Erkrankung 
sowie ein sehr hohes Alter zählen zu den systemischen Risikofaktoren. Hingegen 
zählen  eine  Verletzung  der  großen  und  kleinen  Gefäße,  große  Narben,  eine 
Arthritis,  eine  Fibrose  nach  Bestrahlung,  venöse  Stauung,  ein  Lymphödem,  eine 
Neuropathie  und  der  Genuss  von  Tabakrauch  zu  den  lokal  wirksamen 
Risikofaktoren[1]. Falls möglich sollten vor elektiven Eingriffen Risikofaktoren wie 
Übergewicht,  eine  inadäquate  Einstellung  eines  Diabetes  mellitus,  eine 
Dehydratation sowie ein schlechter Ernährungszustand korrigiert werden, um so 
das Risiko einer Infektion zu minimieren. 
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Die Osteomyelitis  kann  entsprechend  ihrer Pathogenese oder  aber  entsprechend 
ihres Verlaufs klassifiziert werden.  
Ausgang  der  Infektion  kann  eine  hämatogene  Streuung  von  Bakterien  sein,  eine 
angrenzende Weichteilinfektion oder aber der direkte Kontakt des Knochens mit 
Bakterien  nach  einer  offenen  Fraktur.  Diese  Mechanismen  gelten  auch  für 
implantat‐assoziierte  Infektionen  in  der  elektiven  Chirurgie.  Dabei  kann  das 
Implantat selbst kontaminiert sein, es kann auf dem hämatogenen Weg oder aber 
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durch einen angrenzenden Infektionsfokus infiziert werden[1, 21]. 
Entsprechend ihres Verlaufs wird zwischen akuter und chronischer Osteomyelitis 
unterschieden. Die akute Osteomyelitis wird als die Phase beschrieben, in der noch 
keine Knochennekrosen  (Sequester)  auftreten.  Für  die  Zeit  von mehreren Tagen 
bis einigen Wochen spricht man von akuter Osteomyelitis, wobei der Übergang zur 
chronischen  Osteomyelitis  fließend  ist.  Die  chronische  Osteomyelitis  ist 
typischerweise durch Knochennekrosen, reaktive Knochenbildung, Osteolysen und 
Fisteln gekennzeichnet. Der Verlauf einer chronischen Osteomyelitis kann Monate 
bis  Jahre  andauern[12].  In  der  akuten  Phase  einer  Osteomyelitis  kommt  es 
intramedullär  zu  einem  vermehrten  Einstrom  von  Leukozyten  und  zu  einem 
erhöhten intraossären Druck. Der pH‐Wert und die Sauerstoffsättigung sinken. Der 
kumulative  Effekt  dieser  Faktoren  führt  zu  einer  Kompromittierung  der 
medullären  Blutversorgung  und  kann  die  Ausdehnung  der  Infektion  verstärken. 
Die  Infektion  kann  sich  nach  lateral  durch  die  Havers‐  und  Volkmannkanäle 
ausbreiten und den knöchernen Kortex perforieren und das Periost vom Knochen 
abheben. Bei  vorhandener medullärer Ausbreitung  sind  somit die periostale und 
die  endostale  Blutzirkulation  kompromittiert.  Dadurch  bedingt  kommt  es  zum 
Absterben  von  kortikalem  und  spongiösem  Knochen.  In  diesen  avaskulären 
Knochensegmenten  bleiben  Bakterien  unberührt  von  einer  systemischen 
Antibiotikatherapie  und  der  körpereigenen  Abwehr.  Umgeben  sind  diese 
Segmente  von  einer  reaktiven  Hyperämie,  die  mit  einer  gesteigerten 
osteoklastischen Aktivität assoziiert  ist. Diese  führt zum zusätzlichen Verlust von 
Knochen  und  zu  einer  lokalisierten  Osteoporose.  Daneben  kommt  es  zu 
appositionellem  periostalem  Knochenanbau[1,  12,  20].  Dem  geschilderten 
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Druckgradienten  folgend,  kann  Eiter  durch  den  appositionellen  Knochen  treten 
und  zum  einen  eine  Fistel  bis  zur  Haut  bilden,  oder  aber  angrenzende  Gelenke 
erreichen und dort zusätzlich eine septische Arthritis verursachen[22].  
 
Abbildung 1: Pathogenese einer Osteomyelitis, abgeändert nach Jauregui LE, Senour CL. In: Jauregui LE, ed. 
5 . Diagnosis and management of bone infections. New York: Marcel Dekker, 199  37–108
 
Die  posttraumatische  Osteomyelitis  resultiert  aus  einer  direkten  initialen 
bakteriellen Kontamination der Wunde und des Knochens. Das Kollagen und das 
Hydroxyappatit des Knochens sind ideale Oberflächen für die Bakterien, um darauf 
zu adhärieren und zu proliferieren[23]. In der Traumachirurgie werden durch den 
notwendigen  Einsatz  von  Fremdmaterialien  wie  Platten,  Schrauben  und 
Marknägeln, zum Beispiel zur Stabilisation einer Fraktur, zusätzliche Oberflächen 
geschaffen,  auf  denen  Bakterien  adhärieren  können[12].  Diese  eingebrachten 
Fremdmaterialien  erhöhen  die  Infektiösität  vorhandener  bakterieller  Erreger. 
Diesen Zusammenhang konnten Elek und Conen bereits 1957 nachweisen,  indem 
sie  zeigten,  dass  bereits  ein  einziger  implantierter  Seidenfaden  ausreicht,  die 
notwendige  Keimmenge  zur  Auslösung  einer  Infektion  um  den  Faktor  10⁴  zu 
reduzieren[24].  Trotzdem  bleibt  der  Einsatz  dieser  Materialien  häufig 
unverzichtbar,  da  eine  unzureichend  stabilisierte  Fraktur  ebenfalls  ein  erhöhtes 
[  
9 
Risiko für eine Osteomyelitis oder eine infizierte Pseudarthrose aufweist 25].
Vor  dem  Hintergrund  der  genannten  Fakten  ist  es  nachvollziehbar,  das  diese 
exogen  verursachte  Osteomyelitis  mit  47%  auch  die  häufigste  Form  der 
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Osteomyelitiden  ist  und  die  meisten  Fälle  nach  einer  offenen  Fraktur  und  oder 
uftreten[2
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einer internen Fixation a 6, 27].  
Der  häufigste  Erreger  einer  Osteomyelitis  sowie  einer  implantatassoziierten 
Infektion  ist  Staphylokokkus  aureus[11,  12,  14].  Dieses  grampositive  Bakterium 
bildet  extrazellulär‐  und  zellassoziierte  Faktoren  die  seine  Virulenz  bestimmen. 
Einige  von  ihnen  sind  Adhäsine,  die  es  dem  Bakterium  ermöglichen  an 
Extrazellulärer‐Matrix‐Proteine, wie  Kollagen,  Fibrin,  Fibronectin  und  Elastin,  zu 
binden[12].  In  den  Körper  eingebrachte  Fremdmaterialien  werden  sehr  schnell 
vom  Körper  selbst  mit  Plasma‐  und  Bindegewebsproteinen,  wie  zum  Beispiel 
Fibronectin, Fibrinogen, Vitronectin, Thrompospondin, Laminin, Kollagen und von 
Willebrand‐Faktor bedeckt. Durch spezifische Rezeptoren für diese Proteine hat S. 
aureus  die  Fähigkeit  an  diese  zu  binden  und  so  das  Fremdmaterial  zu 
kolonisieren[28‐34].  Durch  Bildung  weiterer  Faktoren  wie  Protein  A,  andere 
Toxine  sowie  spezielle  Kapselpolysaccharide  kann  sich  S.  aureus  der 
Immunabwehr  entziehen.  Spezielle  Exotoxine  und  mehrere  Hydrolasen 
ermöglichen  S.  aureus  Gewebe  zu  penetrieren  und  Komponenten  der 
Extrazellulärmatrix abzubauen[12]. Eine unzureichende antibiotische Anfälligkeit 
und damit eine lange Persistenz sowie rekurrierende Knocheninfektionen könnten 
durch  die  Eigenschaft  von  S.  aureus  erklärt  werden,  sogenannte  small­colony­
variants  zu  bilden.  Diese  sind  in  der  Lage  in  Osteoblasten  einzudringen  und  in 
ihnen in einem metabolisch veränderten Status zu überleben[35, 36]. Die schlechte 
antimikrobielle Erreichbarkeit resultiert zusätzlich in der Tatsache, dass S. aureus 
einen Biofilm  ausbildet.  Ein Biofilm  ist  eine mikrobielle Gemeinschaft,  in  der die 
Bakterien an einem Substrat, an einem Interface oder aber an einander eingefasst 
in  eine  Matrix  aus  extrazellulärer  Polymersubstanz,  adhärieren[12,  37].  Dieser 
Biofilm  dient  als  eine  Art  Diffusionsbarriere,  indem  er  die  Penetration  durch 
antimikrobielle  Wirkstoffe  reduziert[12].  Zusätzlich  sorgen  ein  geringer 
metabolischer  Umsatz,  eine  adaptive  Stressantwort  sowie  eine  herabgesetzte 
Zellteilung der Mikroben innerhalb der Matrix für eine Art Resistenz des Biofilms 
gegenüber Antibiotika[38]. Daher wird die Fähigkeit von S. aureus diesen Biofilm 
auf  Oberflächen  von  Fremdmaterialien  und  nicht  vitalem  Knochen  ausbilden  zu 
___________________________________________________________________________________Einleitung 
können  als  eine Art  Schlüssel  in  der  Entwicklung  und  Persistenz  einer  Infektion 
rachtet[20]. e
 
Die  Symptome  einer  akuten  Osteomyelitis  entsprechen  denen  der  akuten 
Entzündung.  Rötung,  Schwellung,  lokale  Überwärmung  und 
Druckschmerzhaftigkeit, Schonhaltung der betroffenen Extremität und Fieber sind 
klassische  Zeichen  einer  Infektion.  Labordiagnostisch  finden  sich  eine  Erhöhung 
der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), des C‐reaktiven Proteins (CRP) und eine 
Leukozytose.  Der  Anstieg  dieser  Parameter  ist  ein  physiologischer  Vorgang,  der 
typischerweise auch  in der Phase der Heilung eines Gewebeschadens vorkommt. 
Diese erhöhten laborchemischen Werte fallen normalerweise nach fünf bis sieben 
Tagen wieder in ihren Normbereich. Die Tatsache, dass diese klinischen und diese 
laborchemischen  Zeichen  für  eine  akute  Osteomyelitis  nicht  spezifisch  sind, 
sondern den Veränderungen im Heilungsprozess gleichen, macht eine Vorhersage 
über den Verlauf und die Entwicklung einer infizierten Wunde sehr schwierig[17]. 
Im  Fall  einer  chronischen  Osteomyelitis  können  diese  laborchemischen 
Veränderungen  nur  sehr  gering  erhöht  sein  oder  komplett  fehlen.  Auch  die 
klinischen  Zeichen  einer  Infektion  sind  weniger  offensichtlich  als  in  der  akuten 
Phase  einer  Osteomyelitis.  Jedoch  können  neben  eher  belastungsabhängigen 
Schmerzen,  Hautindurationen  der  betroffenen  Areale  sowie  Sekretion  aus 
persistierenden Fisteln beobachtet werden[17, 20].  
Auf der Grundlage dieser beschriebenen Klinik wird  in der  großen Mehrheit der 
Fälle die Diagnose der Osteomyelitis  gestellt.  Zu diesem Zweck  sind  eine präzise 
Anamnese  des  Patienten  und  eine  ebenso  gründliche  Untersuchung  der 
betroffenen Extremität absolut unverzichtbar[39, 40]. Die bereits oben genannten 
Symptome der akuten Entzündung sollten im normalen Heilungsverlauf abklingen. 
Im Falle einer bakteriellen Kontamination sowie der Entwicklung einer  Infektion 
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werden diese persistieren[17].  
Die  Diagnose  der  chronischen  posttraumatischen  Osteomyelitis  erfordert  eine 
noch  detailliertere  Anamnese.  Diese  sollte  ausreichende  Information  über  die 
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initiale Verletzung, die chirurgische Versorgung, die antibiotische Therapie sowie 
die  erlebten  Einschränkungen des  Patienten  selbst  geben.  Die Untersuchung  der 
betroffenen Extremität muss die Suche nach Narben, lokaler Wundheilungsstörung 
und  die  Suche  nach  einer  Sekretion  aus  bestehenden  Fisteln  beinhalten. 
Deformitäten,  Instabilitäten,  lokale  Zeichen  einer  eingeschränkten 
Vaskularisierung  sowie  eine  Einschränkung  der  Beweglichkeit  von  Gelenken 
(range of motion=ROM) können ebenfalls diagnoseführend sein[25, 39, 41].  
Generalisierte Infektparameter können insbesondere bei einer Chronifizierung der 
Infektion  fehlen.  Die  Körpertemperatur  fluktuiert  häufig  nur  in  einer  geringen 
Breite  und  die  Ergebnisse  aus  Blutproben  sind  häufig  sehr  variabel.  Während 
einige Patienten keine Leukozytose zeigen, fallen andere mit einem stark erhöhtem 
CRP,  einer  erhöhten  BSG  sowie  einer  Leukozytose  auf[25].  Aus  diesem  Grund 
können initiale laborchemische Untersuchungen des Blutes häufig nur als eine Art 
baseline dienen[39]. Als absolut notwendig  für die Diagnosefindung gilt hingegen 
der  mikrobiologische  als  auch  der  histopathologische  Nachweis  einer  Infektion. 
Um die definitive Diagnose der posttraumatischen Osteomyelitis stellen zu können, 
muss  der  verursachende  Erreger  aus  intraoperativ  gewonnenen  Gewebeproben 
der  Knochenläsion  isoliert  werden  sowie  der  Nachweis  einer  Entzündung 
histologisch  erbracht  werden[39,  42].  Abstriche  aus  Fisteln  und  des  Knochens 
bieten  eine  nur  sehr  geringe  Chance  den  verursachenden  Erreger  zu 
identifizieren[39]. Aufgrund des nur  sehr  geringen Aussagewertes nichtinvasiver 
diagnostischer  Methoden,  wie  zum  Beispiel  einer  Feinnadelpunktion  oder  aber 
eines  Abstriches  aus  einer  bestehenden  Fistel,  gilt  die  offene  chirurgische 
Intervention nachwievor  als die  einzige akkurate Methode, Gewebe  zu gewinnen 
und  um  die  verursachenden  Mikroorganismen  identifizieren  zu  können[43]. 
Bestenfalls sollten diese Proben vor dem Einsatz von Antibiotika oder aber 24 bis 
. 
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48 Stunden nach der letzten Antibiotikagabe gewonnen werden[41]  
Neben  diesen  Methoden  stehen  zur  weiteren  Diagnostik  eine  große  Anzahl 
bildgebender  Verfahren  zur  Verfügung.  Aus  klinischer  Sicht  werden  die 
bildgebenden Verfahren zur Klärung folgender Fragen benötigt: 
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• mation Infektion oder Inflam
• akut oder chronisch 
• uung Fokus oder Stre
• lokale Vitalität  
• regionale  Anatomie  und  Stabilität  (insbesondere  die  Stabilität  von 
Osteosynthesen)[44] 
Vor diesem Hintergrund dient die Bildgebung häufig weniger der Diagnosefindung 
als  der  Beschreibung  des  Verlaufs  und  der  besseren  Planung  der  benötigten 
Operation[17].  Konventionelle  Röntgenbilder  der  betroffenen  Extremität  stellen 
immer  noch  die  Basisuntersuchung  dar.  Sie  können  vorhandene 
Weichteilschwellungen,  Osteolysen,  kortikale  Irregularitäten,  periostalen 
Knochenanbau  sowie  vorhandene  Implantate  abbilden  und  so  den  klinischen 
Verdacht  auf  eine  vorliegende  Knocheninfektion  erhärten[12,  17].  Der  Vergleich 
alter sowie aktueller Röntgenbilder ist bei der Suche nach diesen Veränderungen 
entscheidend. Für die konventionelle Radiologie ergibt sich für den Zeitraum zehn 
bis  21  Tage  nach  der  Infektion  eine  diagnostische  Lücke,  da  eine 
Knochenzerstörung  in  Form  von  Osteolysen  erst  nach  dieser  Zeit  apparent 
wird[44‐46].  Diese  Lücke  ist  insofern  problematisch,  als  eine  frühest  mögliche 
Detektion der Osteomyelitis und eine frühe adäquate Therapie bestenfalls vor dem 
Auftreten  von  Nekrosen  erfolgen  sollte[44,  45].  Die  folgende  Abbildung  2  zeigt 
beispielhaft konventionelle Röntgenbilder eines Unterschenkels eines 44 jährigen 
Patienten.  Der  Patient  erlitt  eine  offene  Fraktur  des  Unterschenkels.  Eine 
posttraumatische  Infektion  der  Tibia  verhinderte  eine  komplikationslose 
Ausheilung  nach  der  operativen  Marknagelosteosynthese.  So  waren  multiple 
operative  Eingriffe  notwendig,  um  die  Fraktur  zu  stabilisieren.  Die  Aufnahmen 
zeigen  typische  radiologische  Veränderungen  einer  Osteomyelitis,  wie  zum 
Beispiel  die  vermehrte  Sklerosierung  der  Tibiadiaphyse  sowie  die  distal 
lokalisierten osteolytischen Herde. 
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Abbildung  2:  Die  Abbildung  zeigt  die  radiologischen  Veränderungen  eines  frakturierten  und  infizierten 
Unterschenkels  eines 44­jährigen Patienten.(aus der Klinik  für Unfall­, Hand­ und Wiederherstellungschirurgie 
Münster)
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des Universitätsklinikums   
Problematisch  bei  der  Beurteilung  solcher  konventioneller  Röntgenbilder  ist  die 
Gefahr  der Verwechslung  von  infektionsbedingten Osteolysen mit  Störungen der 
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Knochenarchitektur,  welche  durch  häufige  operative  Eingriffe,  als  Folge  der 
Fraktur  oder  als  Folge  einer  durch  lange  Liegezeiten  bedingten  Osteopenie 
auftreten[44]. 
Weitere diagnostische Maßnahmen zur bildlichen Darstellung einer Osteomyelitis 
sind  sowohl  die  Magnetresonanztomographie  (MRT)  als  auch  die 
Computertomographie (CT). 
Die MRT hat sich in der Vergangenheit bei der Diagnostik von Osteomylitiden als 
äußerst  nützlich  erwiesen.  Sie  ist  in  der  Lage  pathologische  Veränderungen  als 
auch  anatomische  Gegebenheiten  darzustellen.  Die  Tatsache,  dass  als  primäres 
Kriterium zum Nachweis einer  Infektion die Darstellung eines Ödems  in den T2‐
gewichteten  Aufnahmen  gilt,  macht  sie  für  die  Verwendung  in  der 
posttraumatischen  und  postoperativen  Situation  anfällig  für  falsch  positive 
Ergebnisse.  In  dieser  Phase  ist  durch  die  lokal  gesteigerte  Hyperämie  und  die 
gesteigerte  Permeabilität  der  Gefäße  ein  Ödem  auch  unter  nichtinfizierten 
Bedingungen zu erwarten[47]. Die CT ermöglicht hochauflösende Aufnahmen der 
zu  untersuchenden  Region.  Dabei  ist  sie  der  MRT  bei  der  Darstellung  von 
kortikalen  und  medullären  Sequestern  überlegen.  Außerdem  ist  die  CT  heute 
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häufig unverzichtbar bei der Planung des weiteren operativen Vorgehens[44, 47].  
Eine  relativ  neue  bildgebende Methode  zur  Diagnose  einer  Osteomyelitis  ist  die 
nuklearmedizinische  Untersuchung  mittels  Fluordesoxyglukose  Positronen‐
Emissions‐Tomographie (FDG‐PET). Die FDG‐PET wurde bereits mehrfach als eine 
exzellente  Methode  zur  Diagnostik  einer  implantatassoziierten  Infektion  nach 
einem  traumachirurgischen  Eingriff  beschrieben.  Ihr  Vorteil  gegenüber  allen 
anderen bildgebenden Verfahren  liegt  in  ihrer hohen diagnostischen Genauigkeit 
in der Darstellung oder aber dem Ausschluss einer Osteomyelitis[48, 49]. FDG wird 
in  stoffwechselaktiven  Zellen  vermehrt  aufgenommen.  Zu  diesen  Zellen  gehören 
unter  anderem  aktivierte  Makrophagen,  welche  in  der  Phase  der  akuten  aber 
besonders  in  der  Phase  einer  chronischen  Osteomyelitis  lokalisiert  auftreten. 
Somit  kann mit  Hilfe  des  Glukosemetabolismus  dieser  aktivierten  Makrophagen 
der  Infektionsfokus  detektiert  werden[50].  Die  Tatsache,  dass  die  FDG‐PET  im 
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Gegensatz zur MRT und CT keine implantatassoziierten Artefakte in der bildlichen 
Darstellung zeigt, macht sie für die Fragestellung nach einer implantatassoziierten 
steomyelitis zusätzlich wertvoll[49]. O
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Im  Anschluss  an  die  Diagnostik  einer  Osteomyelitis  oder  einer 
implantatassoziierten Infektion folgt die Therapie. Im Gegensatz zu vielen anderen 
Infektionskrankheiten  ist  die  Osteomyelitis  trotz  moderner  therapeutischer 
Konzepte  nicht  sicher  zu  behandeln  und  stellt  sowohl  aus  der  Sicht  des 
Betroffenen  als  auch  aus  sozioökonomischer  Sichtweise  eine  enorme 
Herausforderung dar. Die frühzeitige Diagnose und die adäquate Therapie sind für 
das Behandlungsergebnis entscheidend[51]. In der Regel basiert die Therapie der 
Osteomyelitis  auf  einer  detailierten  Evaluation  des  Patienten,  des  betroffenen 
Knochens und der Weichteile, dem Ausmaß der ursprünglichen Verletzungen und 
der Art des auslösenden Pathogens. Üblicherweise kann das  Infektionsgeschehen 
nur  mittels  radikalem  chirurgischem  Debridement,  skelettaler  Stabilisation  und 
dem  Einsatz  mikrobiologisch  adäquater  Antibiotika  kontrolliert  werden.  Der 
Einsatz  lokal  applizierbarer Antibiotika  stellt dabei  eine nützliche Ergänzung zur 
systemischen  Applikation  von  Antibiotika  dar[20].  Dadurch  erreichen  sie,  im 
Gegensatz  zu  ihrer  systemischen  Anwendung,  sehr  viel  höhere  lokale 
Konzentrationen.  Die  Notwendigkeit  der  höheren  lokalen  Konzentration  der 
Antibiotika  besteht  in  der  Tatsache,  dass  die  Bakterien  in  ihrem 
implantatassoziierten  Biofilm  in  einem  metabolisch  reduzierten  Zustand 
überleben.  Da  Antibiotika  aber  auf  sich  vermehrende  Bakterienpopulationen 
wirken,  steigert  sich  die  notwendige  Minimale  Hemmkonzentration  des 
Antibiotikums  durch  metabolisch  inaktive  Mikroorganismen[52].  Um  diese 
notwendigen und erhöhten lokalen Konzentrationen der Antibiotika zur Therapie 
und zur Kontrolle lokaler Infektionsgeschehen zu erreichen, wurde bereits seit den 
70er Jahren Knochenzement (PMMA) verwendet, der mit Antibiotika angereichert 
war[53]. Das am häufigsten verwendete Antibiotikum in Verbindung mit PMMA ist 
Gentamicin. Gentamicin ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der Aminoglykoside. 
Diese  sind  in  der  Klinik  unverzichtbare  Kombinationspartner  der  Beta‐
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Laktamantibiotika  bei  der  Therapie  lebensbedrohlicher  Infektionen.  Typische 
Indikationen  für  den  Einsatz  von  Gentamicin  sind  schwere  Infektionen  von 
Atemwegen  und  Harnwegen,  Meningitiden,  Endokarditiden,  Septitiden  und 
Osteomyelitiden.  Das  Wirkspektrum  umfasst  gramnegative  Stäbchen  (E.coli, 
Klebsiellen,  Proteus  vulgaris,  Pseudomonas  aeruginosa)  und  im  grampositiven 
Bereich  insbesondere  Staphylokokken.  Die  bakterizide  Wirkung  von  Gentamicin 
basiert  auf  einer  Bindung  an  die  30  S‐Untereinheit  der  70  S‐Ribosomen  der 
Bakterien  und  somit  auf  einer  Bildung  von  funktionsuntüchtigen  „Non‐sense‐
Proteinen“.  Zusätzlich  schädigt  es  die  Zellwand[54].  Durch  das  Einbringen  von 
Gentamicin  in  den  verwendeten  Knochenzement  konnte  die  Infektionsrate  bei 
arthroplastischen  Eingriffen  bereits  seit  den  70er  Jahren  reduziert  werden[53]. 
Des  Weiteren  wurden  bereits  bestehende  tiefe  Infektionen  nach 
endoprothetischem  Gelenkersatz  durch  das  Austauschen  desselben  und  der 
Implantation  einer  neuen  Prothese  unter  Verwendung  von  mit  Gentamicin 
angereichertem  Knochenzement  erfolgreich  therapiert.  Die  Erfolgsquote  der 
Behandlung  dieser  tiefen  Infektionen  lag  bei  einer  Beobachtungszeit  bis  zu  vier 
Jahren bei 78,3 %. Die systematische Anwendung des Gentamicin‐Knochenzement‐
Gemisches  galt  bereits  damals  als  zuverlässige  Methode  zur  Prophylaxe  und 
Therapie von tiefen Wundinfektionen[55]. Diese Methode der lokalen Applikation 
basiert  auf  der  Tatsache,  dass  das  Antibiotikum,  in  diesem  Fall  Gentamicin, 
kontinuierlich  aus  dem  Knochenzement  abgegeben  wird,  am  gewünschten  Ort 
wirken  kann  und  sehr  viel  höhere  lokale  Konzentrationen  erreicht  werden[52]. 
Aus  diesem  Grund  werden  heutzutage  in  der  Therapie  einer  Osteomyelitis  und 
implantatassoziierter  Infektionen,  zusätzlich  zu  den  bereits  erwähnten 
chirurgischen  Verfahren,  Gentamicin‐Ketten  oder  aber  Gentamicin‐Fleece 
(Kollagen)  verwendet.  Zusätzlich  kommen  gentamicinbeladene  Spacer  als 
temporärer Ersatz einer infizierten Prothese zum Einsatz. Diese Applikationsarten 
ermöglichen  gegebenenfalls  eine  intramedulläre  aber  in  jedem  Fall  eine  lokale 
Freisetzung  des  Wirkstoffes  und  stellen  heute  ein  typisches  Verfahren  in  der 
Therapie von Osteomyelitiden dar[52, 56, 57]. Allerdings ist es notwendig die nicht 
resorbierbaren  Gentamicin‐Ketten  nach  ca.  vier  bis  sechs  Wochen  wieder  zu 
entfernen,  da  diese  ansonsten  nach  Abgabe  des  Wirkstoffes,  genau  wie  andere 
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Fremdkörper  wirken  und  eine  sekundäre  Infektion  begünstigen  könnten[58]. 
Trotz  aller  Vorteile  der  Anwendung  von  Gentamicin‐Knochenzement  birgt  seine 
Verwendung die Gefahr der Entstehung von Resistenzen. Nach Implantation einer 
Prothese kann dieser nicht wieder entfernt werden und so kann nach der initialen 
hohen Abgabe der Antibiotika die niedrige Langzeitkonzentration der Antibiotika 
m Bereich der Implantate die Entstehung resistenter Stämme provozieren[59].  i
 
Die  Tatsachen,  dass  die  lokale  Applikation  von  Antibiotika,  die  Entstehung  von 
implantatassoziierten  Infektionen  verhindern  kann,  die  Persistenz  von 
Gentamicin‐Ketten  oder  Gentamicin‐Knochenzement  aber  neue  Probleme 
aufwerfen, führen zu der Idee, eine Synthese zwischen Implantat und Antibiotikum 
herzustellen,  bei  der  die  Abgabe  des  Antibiotikums  begrenzt  ist.  Das  Implantat 
selbst  wird  ein  drug­delivery­system  für  Antibiotika.  So  kann  das  Implantat  wie 
gewöhnlich  verwendet  werden  mit  dem  zusätzlichen  Nutzen  der  lokalen 
Applikation  von  Antibiotika[52].  Durch  die  Verwendung  biodegradierbarer 
Materialien  kann  die  Freisetzung  des  Antibiotikums  begrenzt  werden.  So 
ermöglicht  die  Verwendung  einer  poly  (D,L‐lactid)  Beschichtung  der  Implantate, 
als Träger des Antibiotikums, eine kontinuierliche Freisetzung des Antibiotikums 
mit  einem  initialen  Peak  der  Freisetzung  in  den  ersten  sechs  Stunden  nach 
Implantation[60].  Bereits  mehrfach  konnte  die  Wirksamkeit  dieser 
Beschichtungen  als  Infektionsprophylaxe  gezeigt  werden.  Dabei  dienten 
nfektionsmodelle in Tieren zur Überprüfung dieser Methode[10, 61]. I
 
In Anlehnung  an diese bereits  beschriebenen Modelle war das Ziel  dieser Arbeit 
zunächst  die  Etablierung  eines  validen  Infektionsmodells  der  Tibia  in  der  Ratte 
hier in Münster. Zur Etablierung und Umsetzung des Modells orientierten wir uns 
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an diversen publizierten Vorarbeiten zu diesem Thema[10, 62‐64]. 
Dabei  galt  es  insbesondere  die  ausschließliche Abhängigkeit  der  Induktion  einer 
Infektion  der  Tibia  von  der  Implantation  eines  Titanmarknagels  und  dem 
___________________________________________________________________________________Einleitung 
19 
 
verwendeten  Inokulum  zu  zeigen.  Zu  diesem  Zweck  wurde  eine  Gruppe  der 
Untersuchungstiere  ausschließlich  infiziert,  während  in  einer  anderen  Gruppe 
zusätzlich  zu  der  Infektion  ein  Titanmarknagel  implantiert  wurde.  Vorherige 
Arbeiten verwendeten zusätzliche auf den Knochen einwirkende Noxen. Um sicher 
eine  Infektion  zu  induzieren  wurden  die  Knochen  der  Tiere  in  diesen Modellen 
zusätzlich  frakturiert  oder  es  wurden  zusätzliche  Kunststofffremdkörper  in  den 
Knochen  eingebracht[65,  66].  Diese  Vorgehensweise  ist  in  dem  von  uns 
verwendeten Modell nicht vorgesehen. 
Zusätzlich  sollte  die  Entstehung  und  der  Verlauf  einer  Osteomyelitis  gezeigt 
werden. Zu diesem Zweck wurden die einzelnen Untersuchungsgruppen nochmals 
unterteilt  und  dem  Verlauf  entsprechend  zu  unterschiedlichen  Terminen 
postoperativ getötet und untersucht. Neben der Beschreibung des Verlaufs und der 
Entstehung  einer  Osteomyelitis,  wurde  auch  der  Prophylaxe  mittels 
gentamicinbeschichteter  Implantate  ein  wichtiger  Stellenwert  in  diesem  Projekt 
zugewiesen. 
Durch  klinische  Verlaufskontrollen,  radiologische,  nuklearmedizinische  und 
histologische  Analysen  sollte  die  Wertigkeit  der  einzelnen  Methoden  zum 
rühzeitigen Nachweis einer Osteomyelitis in der Ratte bestimmt werden. f
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2. Material und Methoden 
2.1 Verwendete Materialien 
 
In  der  folgenden Tabelle  sind  die Materialien  und Geräte  aufgeführt, welche  zur 
urchführung des Versuchsvorhabens benötigt wurden. D
 
Tabelle 1: Verwendete Materialien zur Durchführung des Proje
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ktes 
Sprague­Dawley­Ratten (SD), ca. 12 Wochen alt  Harlan Winkelmann, Borken, Deutschland
 
Mikrospritze, Microsyringe 50µl 
 
Hamilton, Company, Reno, USA
Kirschner­Drähte, Ø 0,8 mm, Titan, w/trocar tip, 
L 70mm 
Stratec Medical, Oberdorf, Schweiz
Poly (D,L­Laktid), Resomer 203,MW 30 kD) 
 
Boehringer, Ingelheim, Deutschland
Gentamicinsulfat 
 
Synopharm, Barsbüttel, Deutschland
Sterilfilter RC 25, weiß 
 
Sartorius, Göttingen, Deutschland
Haematokrit­Kapillaren 75 mm, 75 µl  Hirschmann Laborgeräte. Eberstadt, Deutschland
Probengefäß, Microtube 1,3 ml, 
1,6 ng EDTA/ml Blut 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland
Ketamin 10%, 10 ml, Ketaminhydrochlorid 
 
CEVA sante animale, Düsseldorf, Deutschland
Xylazin 2%, 25ml, Xylazinhydrochlorid 
 
CEVA sante animale, Düsseldorf, Deutschland
Rimadyl, Caprofen, 20ml 
 
Pfizer, Berlin, Deutschland
Domitor, 10ml Injektionslösung, 
Medetomidinhydrochlorid 
Pfizer, Berlin, Deutschland
Antisedan, 10ml Injektionslösung, 
Atipamezolhydrochlorid 
Pfizer, Berlin, Deutschland
Diethylether, ≥ 99% 
 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Prolene 4/0, (1,5 metric)  Ethicon, Norderstedt, Deutschland
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Digital Thermometer 
 
Paul Hartmann, Heidelberg, Deutschland
Kilomat­Präzisionswaage Typ 2106 
 
Sartorius, Göttingen, Deutschland
Siemens  Röntgenstrahler,  Model  No.:  6077379 
X037E  
Siemens AG, München, Deutschland
Cronex Cassette Quanta Detail 24x30 cm  Fa. Du Pont de Nemours, Bad Homburg, Deutschland
Kleintier­PET­Kamera, quadHIDAC  
 
Oxford Positron Systems Ltd, Oxford, UK
Technovit 9100 NEU 
 
Heraeus Kulzer, Wehrheim, Deutschland
Einbettungsformen, Polyoxymethylen (POM)  Eigenanfertigung, Feinmechanische Werkstatt der 
Klinik für Allgemeine Orthopädie, Münster, 
Deutschland 
Microtom, Leica RM 2165  Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
16 cm Hartmetallmesser mit D­Schliff 
 
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
SuperFrostPlus, beschichtet, 75x25x1mm, m  Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland
Kisolfolie 
 
Medim Histotechnologie, Gießen, Deutschland
Masson­Goldner­Färbekit, 1.00485, zur 
Bindegewebsdarstellung mit der 
Trichromfärbung 
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Deckgläser, 24x60mm 
 
Fa.Menzel, Braunschweig, Deutschland
Eukitt 
 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Mikroskop  Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
 
 
Neben  den  aufgeführten  Materialien  wurde  zur  Durchführung  der  OP  der  Tiere 
steriles OP‐Instrumentarium und sterile OP‐Materialien verwendet. Dabei konnten 
Instrumentarien  wie  Spritzen,  Kanülen,  Abdecktücher  und  anderes  über  die 
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Zentrale Materialwirtschaft der Universitätsklinik Münster bezogen werden. 
Ebenfalls wurden im Rahmen der histologischen Arbeiten Materialien verwendet, 
die  der  typischen  Ausstattung  eines  histologischen  Labors  entsprechen.  Diese 
Materialien  konnten  ebenfalls  über  die  Zentrale  Materialwirtschaft  der 
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Universitätsklinik Münster bestellt werden oder befanden sich bereits im Bestand 
des  Forschungslabors  der  Klinik  für  Unfall‐,  Hand‐  und 
Wiederherstellungschirurgie.  Sofern  ihre  Verwendung  bedeutend  für  die 
 Text Erwähnung. Durchführung des Projektes war, finden sie im folgenden
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2.2 Versuchstiere und Tierhaltung 
 
Alle  Versuche  wurden  im  Rahmen  eines  Forschungsvorhabens  der  Klinik  für 
Unfall‐,  Hand‐  und  Wiederherstellungschirurgie  der  Universitätsklinik  der 
Westfälischen  Wilhelms  Universität  Münster  durchgeführt.  Bei  den  Versuchen 
handelte  es  sich  um  einen  genehmigungspflichtigen  Tierversuch  gemäß  §8a  des 
Tierschutzgesetzes. Die Genehmigung erfolgte am 28.06.2004 unter Aktenzeichen 
50.0835.1.0 (G 47/2004) durch die Bezirksregierung Münster. 
Als Versuchstiere dienten etwa 12 Wochen alte weibliche Sprague‐Dawley‐Ratten 
des  Lieferanten  Harlan  Winkelmann,  Borchen,  Deutschland.  14  Tage  vor 
Versuchsbeginn wurden die Tiere angeliefert und im S2‐Tierstall des Instituts für 
Medizinische  Mikrobiologie,  Domagkstrasse  3  untergebracht.  Die  Haltung  der 
Tiere  entsprach  den  Richtlinien  für  die  Tierunterbringung  im  S2‐Bereich.  Diese 
altungsbedingungen waren für alle Tiere konstant. H
 
2.3 Studiendesign 
 
Verwendet wurden 70 Tiere, die in vier verschiedene Gruppen eingeteilt wurden. 
Diese  vier  Gruppen  wurden  über  die  Art  der  operativen  Behandlung  wie  folgt 
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definiert: 
Die erste Gruppe diente als Kontrollgruppe. Das heißt, dass die Tibia dieser Tiere 
während  der  Operation  nicht  infiziert  und  nicht mit  einem Marknagel  versehen 
wurden.  Den  Tieren  der  anderen  Gruppen wurden während  der  Operation  20µl 
einer S. aureus­ Suspension  in  die  Tibia  inokuliert.  Dabei  erhielten  die  Tiere  der 
Gruppe  Infektion  keinen  intramedullären  Kraftträger,  die  Tiere  der  Gruppe 
Infektion+Titan erhielten einen unbeschichteten Titanmarknagel und die Tiere der 
Gruppe  Infektion+Gentamicin  erhielten  einen  mit  PDLLA‐10%Gentamicin 
beschichteten  Titan‐Marknagel.  Diese  vier  Gruppen  wurden  in  vier  weitere 
Subgruppen  (n=4)  unterteilt.  Die  Tiere  der  ersten  Subgruppe  wurden  nach  3 
Tagen, die der zweiten nach 7 Tagen, die der dritten Subgruppe nach 14 Tagen und 
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entsprechend  die  letzte  Subgruppe  nach  28  Tagen  getötet.  Durch  die  Aufteilung 
der  vier  Gruppen  in  diese  vier  weiteren  Subgruppen  ließen  sich  Aussagen  über 
n e  Veränderu gen d r Tibiae in Bezug auf den zeitlichen Verlauf machen. 
6  weitere  Tiere  wurden  zu  nuklearmedizinischen  Untersuchungen  verwendet. 
Zwei  Tiere  dienten  als  Kontrolle.  Zwei  weitere  Tiere  wurden  entsprechend  der 
Gruppe  Infektion+Titan  und  die  anderen  zwei  Tiere  entsprechend  der  Gruppe 
Infektion+Gentamicin  behandelt.  Diese  6  Tiere wurden  über  39  Tage  beobachtet 
und  nuklearmedizinisch  untersucht.  Da  3  Tiere  während  der  Beobachtungszeit 
verstarben und diese durch neue Tiere ersetzt werden mussten, erhöhte sich die 
umme der insgesamt verwendeten Tiere auf 73. S
 
Tabelle 2: Gruppeneinteilung 
Kontrolle  20µl PBS
Infektion  20µ S. aureus‐Suspension
Infektion+Titan  20µ S. aureus‐Suspension, Titanmarknagel 
Infektion+Gentamicin  20µ S. aureus‐Suspension, PDLLA‐10% Gentamicin 
beschichteter Titanmarknagel 
 
2.4 Beschichtungsverfahren der Implantate 
 
In  Vorbereitung  der  Operationen  der  Tiere,  die  infiziert  wurden  und  einen 
gentamicin‐beschichteten  Marknagel  erhielten,  wurden  die  als  Marknagel 
dienenden  Kirschner‐Drähte  sterilisiert  und  beschichtet.  In  einem  kalten 
Beschichtungsverfahren  wurde  PDLLA  in  Ethylacetat  in  Lösung  gebracht.  Die 
Konzentration  des  PDLLA  betrug  1mg/1,5ml  Ethylacetat.  Diese  Lösung  wurde 
steril  filtriert.  Unter  sterilen  Bedingungen  wurde  Gentamicin  der  Konzentration 
50mg/ml  in  die  PDLLA‐Ethylacetatlösung  gegeben,  so  dass  der  Anteil  des 
n
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Gentamicin an der entsta denen Suspension 10% (w/v) betrug. 
Um  eine  gleichmäßige  Verteilung  des  Gentamicin  in  der  Beschichtung  zu 
gewährleisten,  wurde  unter  ständigem  Rühren  weitergearbeitet.  Die  sterilen 
Kirschner‐Drähte  wurden  für  10  Sekunden  in  die  Suspension  getaucht. 
Anschließend  garantierte  gleichmäßiges  Schwenken  während  des  Abdampfens 
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eine  gleichmäßige  Beschichtungsdicke  auf  der  Implantatoberfläche.  Dieser 
Vorgang  wurde  wiederholt  und  die  beschichteten  Implantate  nach  erneutem 
Abdampfen steril verpackt. 
Die  Beschichtungsdicke  betrug  5  µm,  so  dass  1  cm  Implantat  6µg  Gentamicin 
nthielt. e
 
2.5 Anzucht der Bakterien 
 
Verwendet wurde das Bakterium Staphylococcus aureus der Subspezies Rosenbach 
(ATCC 49230) mit der Kennzeichnung CDC 587 in Reinkultur. Dieser Stamm wurde 
von  einem  an  chronischer  Osteomyelitis  erkrankten  Patienten  isoliert.  Dieser 
Stamm ist sensibel für Gentamicin. 
Ca. 17 Stunden vor der Operation wurden 3 Kolonie bildende Einheiten (KBE) des 
S. aureus in 5 ml Tryptikase‐Soja‐Boullion (TBS) gegeben und in einem Wasserbad 
bei 37°C  inkubiert. Am Tag der Operation wurde diese Keimsuspension  in einem 
Verhältnis 1:3 mit Phosphatpuffer pH 7,4  (PBS) verdünnt. Um die Konzentration 
der Keime in der Suspension zu ermitteln, wurde mit Hilfe eines Photometers bei 
einer  Wellenlänge  von  λ=540nm  die  Optische  Dichte  (OD)  der  gewonnenen 
Keimsuspension  bestimmt.  Aus  Vorversuchen  wissen  wir,  dass  eine  Optische 
Dichte von 1 einer Konzentration von 5*108 Keimen/ml entspricht. So ließ sich das 
Volumen  der  Keimsuspension  berechnen,  welches  für  die  Konzentration  5*108 
Keime/ml  benötigt  wurde.  Dieses  wurde  mit  PBS  auf  1ml  aufgefüllt.  Diese 
Keimkonzentration  diente  als  Ausgangspunkt  für  eine  Verdünnungsreihe,  in  der 
bis  zu  einer  Konzentration  von  5*104  Keime/ml  verdünnt  wurde.  Als  Inokulum 
wurden  103  Keime  angestrebt.  Somit  wurde  den  zu  infizierenden  Tieren 
aoperaintr tiv exakt 20µl der Verdünnungsstufe 5*104 Keime/ml appliziert.  
Die  einzelnen Verdünnungsstufen wurden auf Blutagarplatten  ausgestrichen und 
über  nacht  bei  37°C  inkubiert.  So  konnte  am Folgetag  die  tatsächlich  applizierte 
Keimmenge bestimmt werden.  
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2.6 Operation 
 
Die  Tiere  wurden  eingangs  gewogen  und  anschließend  wurden  sie  durch  eine 
intraperitoneale  Injektion  von  12mg/kg  Körpergewicht  Xylazin  2%(CEVA  sante 
animale)  und  80mg/kg  Körpergewicht  Ketamin  10%(CEVA  sante  animale) 
narkotisiert. Die  intraperitoneale Anästhesie  sedierte,  analgesierte und relaxierte 
die  Tiere  für  ungefähr  60  Minuten.  Zur  weiteren  postoperativen 
Schmerzprophylaxe erhielten die Tiere 2mg/kg Körpergewicht Caprofen (Rimadyl, 
Pfizer) über das Trinkwasser für die folgenden 3 Tage. 
Nach Eintritt der Narkose wurden die Tiere  farbig am Schwanz markiert und die 
Körpertemperatur  rektal  bestimmt.  Desweiteren  wurde  ihnen  aus  dem 
retrobulbär  lokalisierten  Venenplexus  des  rechten  Auges  ca.  0,5  ml  Blut 
entnommen. Unter Fixierung des Nackenfells konnten die Venae jugulares gestaut 
werden  und  unter  ständiger  Drehbewegung  eine  Hämatokritkapillare  über  den 
medialen  Augenwinkel  vorgeschoben  werden  bis  die  Kapillare  den  Plexus 
penetrierte. Das Blut wurde in Probengefäßen aufgefangen.  
Zur Vermeidung  einer Hypothermie wurden die  Tiere  auf  einer  handelsüblichen 
Wärmedecke gelagert.  
Zur  weiteren  Vorbereitung  auf  die  Operation  wurden  die  linken  Hinterbeine 
enthaart. Das  linke Bein der Tiere wurde mit Ethanol 70% desinfiziert, die Ratte 
auf  einem  sterilen  Unterlegtuch  auf  einer  Wärmedecke  gelagert  und  der 
t g
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Operationsbereich mi tels Lochtuch steril ab edeckt. 
Um  den  Markraum  der  linken  Tibia  zu  erreichen,  erfolgte  im  Bereich  der 
proximalen  Metaphyse  eine  0,5cm  lange  Inzision  der  Haut  und  Faszie  auf  der 
medialen  Seite.  Mit  einem  Stahlbohrdraht  (ø  1mm)  wurde  in  postero‐lateraler 
Richtung die Kortikalis durchbohrt, der Markraum eröffnet und ein Führungskanal 
in axialer Richtung geschaffen. Anschließend wurde mit einem Stahlbohrdraht (ø 
0,8mm) nachgebohrt und so der Bohrkanal bis in die distale Metaphyse erweitert. 
Entsprechend  der  zuvor  vorgenommenen  Gruppeneinteilung  wurde  den  Tieren 
der  Kontrollgruppe  unter  Verwendung  einer  Mikrospritze  (Microsyringe,  50µl, 
Hamilton  Company)  20  µl  steriles  PBS  in  die Markhöhle  injiziert.  Die  Tibiae  der 
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Tiere  der  anderen  Gruppen wurden  standardisiert mit  20µl  S.aureus­Suspension 
infiziert,  ebenfalls  unter  Verwendung  einer  Mikrospritze.  Entsprechend  der 
Gruppeneinteilung erhielt eine Gruppe kein Implantat. Den anderen Tieren wurde 
entweder  ein  unbeschichteter  oder  ein  gentamicinbeschichteter  Titanmarknagel 
(Stratec  Medical,  Schweiz)  in  die  Tibia  implantiert.  Das  überstehende  Ende  des 
Titanmarknagels  wurde  auf  Höhe  der  Kortikalis  mit  einem  Seitenschneider 
abgeschnitten und die Inzisionsstelle mit einem Hautfaden (Prolene 4‐0, Ethicon) 
und  zwei  Einzelknopfnähten  verschlossen.  Die  Wunde  wurde  mit  sterilen 
Mullkompressen  bedeckt  und  fixiert,  um  ein  zu  frühes Manipulieren  der Wunde 
durch die Ratten selbst postoperativ zu vermeiden. 
 
a)           b)          c) 
A
T
 
bbildung 3: OP­Ablauf; a) Eröffnung des Markraumes; b) Applikation der Keimsuspension; c) Einbringung des 
itanimplantates  
2.7 Klinische Verlaufskontrolle 
27 
 
 
Alle  Tiere  wurden  am  Tag  der  Operation  präoperativ  untersucht.  Im 
postoperativen Verlauf  fand an den Tagen 3, 7, 14, 21 und 28 eine Untersuchung 
hinsichtlich des Allgemeinbefindens und der Wundverhältnisse statt. Desweiteren 
wurden die Tiere mittels einleitender Äthernarkose (Diethylether, Carl Roth) und 
anschließender  subkutaner  Applikation  von  0,08mg/kg  Körpergewicht 
Medetomidinhydrochlorid  (Domitor®,  Pfizer)  sediert,  gewogen,  ihre 
Körpertemperatur wurde rektal bestimmt und es wurde ihnen durch Punktion der 
V.  saphena  lateralis  des  rechten  Beins  Blut  entnommen.  Im  Anschluss  an  die 
Untersuchung  wurde  die  Sedierung  durch  die  subkutane  Applikation  von 
0,08mg/kg  Körpergewicht  Atipamezolhydrochlorid  (Antisedan®,  Pfizer) 
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antagonisiert.  Die  entnommenen  Blutproben  dienten  zur  Erstellung  eines 
Blutbildes mit dem Blutbildanalysegerät Sysmex‐XE‐2100 im Institut für Klinische 
hemie, Münster.  C
 
2.8 Radiologische Verlaufskontrollen 
 
Parallel  zu  den  Klinischen  Untersuchungen  fanden  am  Tag  der  Operation  (zur 
Lagekontrolle des Implantats)sowie an den Tagen 3, 7, 14, 21 und 28 radiologische 
Untersuchungen statt. Diese wurden ebenfalls, wie oben beschrieben, in Sedierung 
durchgeführt.  Unter  Verwendung  eines  Röntgenstrahlers  wurden 
Röntgenaufnahmen  der  linken  Hinterbeine  der  Tiere  in  antero‐posteriorer 
Strahlenrichtung  sowie  in  latero‐lateraler  Strahlenrichtung  angefertigt. 
Standardisiert  betrugen die  gewählte  Strahlenhärte  46 kV,  die  Energie  1,25 mAs 
und der gewählte Abstand der Tiere zur Röntgenquelle 60 cm. Die Tiere wurden 
entsprechend  des  zu  röntgenden  Strahlengangs  auf  der  Röntgenkassette  fixiert. 
Zusätzlich  zu  den  Tieren,  die  der  späteren  histologischen  Auswertung  dienten, 
wurden  ebenfalls  Tiere  geröntgt,  die  nach  ihrer  Tötung  zur  Auswertung  nach 
anderen  Methoden  dienten.  So  konnten  auch  radiologische  Daten  nach 
ntersuchungstag 28 bis Untersuchungstag 42 gewonnen werden. U
 
2.9 PET 
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Um die Entwicklung der Osteomyelitis besser beschreiben zu können, sowie deren 
Nachweis,  verglichen  mit  den  radiologischen  Kontrollen,  schneller  erbringen  zu 
können,  wurden  sechs  Tiere  mittels  Positronen  Emissions  Tomographie  (PET) 
untersucht.  Zu  diesem  Zweck  wurde  2‐(18F)fluoro‐2‐deoxy‐D‐glucose  (FDG)  als 
Tracer  verwendet,  um  entzündliche  Prozesse  und  Reaktionen  im  Knochen  zu 
detektieren.  FDG akkumuliert  in  allen Geweben,  die  eine hohe Glykolyseaktivität 
aufweisen.  Da  Leukozyten  (Granulozyten, Monozyten,  Lymphozyten)  eine  solche 
gesteigerte Glykolyseaktivität erst nach  ihrer Aktivierung besitzen,  ist es möglich 
akute  sowie  chronische  inflammatorische  Prozesse  darzustellen.  Dabei  passiert 
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FDG, genau wie Glukose, die Zellmembran und wird im ersten Schritt der Glykolyse 
phosphoryliert  zu  FDG‐6‐Phosphat.  Im  Gegensatz  zu  Glukose  kann 
phosphoryliertes  FDG  nicht  weiter  verstoffwechselt  werden  und  verbleibt 
intrazellulär,  da  die  Dephosphorylierung  von  FDG‐6‐Phosphat  zu  FDG  nur  sehr 
langsam  abläuft.  Aus  diesem  Grund  findet  eine  intrazelluläre  Anreicherung  von 
att ta ing). FDG‐6‐Phosphat in den aktivierten Zellen st  (me bolic trapp
In  2‐(18F)fluoro‐2‐deoxy‐D‐glucose  ist  das  natürliche  Fluoratom  der 
Nukleonenzahl 19 durch sein radioaktives Isotop Fluor 18 ersetzt. Dieses Isotop ist 
ein  Positronen‐Emitter.  In  einer  Vernichtungsreaktion  zwischen  Positron  und 
lektron entsteht ein γ‐Strahlenpaar, welches in der PET‐Kamera detektiert wird. E
 
29 
 
________________________________________________________________________Material&Methoden 
Wie bereits oben beschrieben, wurden  jeweils zwei Tiere der Gruppen Kontrolle, 
Infektion/Titan und Infektion/Gentamicin untersucht. An den Tagen 1, 7, 15, 21 und 
39  post  op wurden  die  PET‐Scans  parallel  zu  den  klinischen  und  radiologischen 
Kontrollen  durchgeführt.  Die  Tiere  wurden  für  die  Untersuchung  mit  einer 
Isofluran‐Inhalation (2%Isoflurane, 0,5l/min O2) narkotisiert. Anschließend wurde 
ein  Katheter  in  eine  der  Schwanzvenen  eingebracht  und  darüber  6MBq  FDG 
appliziert.  Eine  Stunde  nach  der  Applikation  wurden  mittels  einer 
hochauflösenden Kleintier‐PET‐Kamera (quadHIDAC, Oxford Positron Systems Ltd, 
Oxford, UK) die Ganzkörper‐PET‐Scans durchgeführt. Mittels OPL‐EM Algorithmus 
wurden  die  Ganzkörper‐Emissions‐Aufnahmen  rekonstruiert  und  unter 
Berücksichtigung  von  coronaren  sowie  sagittalen  Schnittebenen  visuell 
ausgewertet. Dabei wurde der entzündungsbedingte bzw. pathologisch gesteigerte 
FDG‐Uptake  der  Tibiae  gegenüber  der  kontralateralen  Seite  beurteilt.  Diese 
Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut für Nuklearmedizin, 
Münster durchgeführt. 
 
                      a)                   b)          c) 
Abbildung 4: a) Kleintier­PET­Kamera,  Institut  für Nuklearmedizin, Münster; b) Ratte  in  Isoflurannarkose;  c) 
Ratte während des PET­Scans 
 
2.10 Tötung 
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Um  den  Verlauf  und  die  Entwicklung  der  Infektion  histologisch  evaluieren  zu 
können, erfolgte die Tötung von jeweils 4 Tieren der vier Gruppen an den Tagen 3, 
7,  14  und  28  post  op.  Zu  diesem  Zweck  wurden  die  Tiere  erneut  durch  eine 
intraperitoneale  Ketamin‐Xylazin‐Injektion  narkotisiert.  Bei  vollständiger 
Sedierung  und  Analgesierung  wurden  die  Tiere  unter  sterilen  Bedingungen 
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thorakotomiert.  So  konnte  unter  Verwendung  einer  Einmalspritze  der  rechte 
Herzvorhof  punktiert  werden  und  Herzblut  entnommen  werden.  Anschließend 
erfolgte  die  Injektion  einer  10%igen  Kaliumchloridlösung  in  den  rechten 
Herzvorhof, wodurch der Tod direkt eintrat.  
Direkt  nach Eintritt  des Todes wurden die Haut  und die  Faszie  des  linken Beins 
durch  eine  ventrale,  mediane  Längsinzision  eröffnet.  Der  Weichteilmantel  um 
Fibula  und  Tibia  wurde  entfernt  und  die  Knochen  im  Articulatio  genu  und  im 
Articulatio  talocruralis  exartikuliert.  Diese  Präparation  fand  unter  sterilen 
Bedingungen statt, so dass die Implantate der Tiere, welche einen Titanmarknagel 
erhalten  hatten,  entnommen  und  zwecks  Infektionskontrolle  auf  einer 
n ten. Blutagarplatte abgerollt werde  konn  
Die  Fibula  wurde  von  der  Tibia  abgetrennt  und  die  Tibia  zur  weiteren 
ohist logischen Analyse in eine 4%ige Formaldehydfixierlösung gegeben.  
Die  Kadaver  der  Tiere wurden  sachgerecht  in  der  Zentralen  tierexperimentellen 
inrichtung des Universitätsklinikums entsorgt. E
 
2.11 Analyse/Histologie 
 
Zur Konservierung der Knochenpräparate war als erster Schritt der histologischen 
Analyse  die  Fixierung  notwendig.  Durch  sie  werden  die  komplexen  intravitalen 
Stoffwechselprozesse gestoppt und postmortale Zerfallserscheinungen verhindert. 
Die  verwendete  4%ige  Formaldehydlösung  diente  dabei  als  Proteinkoagulator. 
Generell  ist  die  Dauer  der  Fixierung  abhängig  von  Art  und  Größe  des 
Probenmaterials.  Als  besonders  dichtes  Material  benötigt  Knochen  mit  seinen 
kompakten  Strukturen  in  der  Kortikalis  eine  verhältnismäßig  lange 
Fixierungsdauer.  Um  eine  vollständige  Fixierung  zu  erreichen,  verblieben  die 
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Knochenpräparate für ca. 72 Stunden in der Fixierlösung auf einem Schüttler. 
Danach  wurden  die  Präparate  aus  der  Fixierlösung  entnommen  und  für  ca.  2 
Stunden gewässert und anschließend in eine 70%ige Alkohollösung überführt. Um 
während  des  folgenden  Dehydratationsprozesses  ein  Einreißen  oder  zu  starkes 
Schrumpfen zu vermeiden, wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
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entwässert. Dazu verblieben  sie  für  jeweils 3 Tage  in Lösungen mit 70%‐, 80%‐, 
80%‐, 96%‐, 96%‐, 100%‐, 100%‐ und 100%igem Alkohol. Die Einbettung erfolgte 
dann  unter  Verwendung  des  Polymerisationssystems  Technovit  ®9100  NEU 
(Heraeus‐Kulzer). Auf der Basis von Methylmetacrylat dient dieses System speziell 
zur Einbettung von mineralisiertem Gewebe in der Lichtmikroskopie. Es garantiert 
eine  geregelte  Polymerisation  bei  Kälte  und  ermöglicht  so  eine  anschließende 
histologische Färbung.  
Die Präparate wurden zur Vorbereitung auf die Einbettung, der unten stehenden 
Tabelle entsprechend, über einen Zeitraum von 4 Wochen in speziellen Lösungen 
elagert. g
 
Tabelle 3: Vorbereitung zur Einbettung 
Präinfiltration 1  7 Tage 4 °C 
Präinfiltration 2  7 Tage 4 °C 
Präinfiltration 3  7 Tage 4 °C 
Infiltration  7 Tage 4 °C 
 
Nach jedem Umsetzen der Proben erfolgte eine Entlüftung mit einem Exsikator. 
Die  Zusammensetzung  der  Lösungen  und  die  Infiltrationszeiten  wurden 
entsprechend der Angaben des Herstellers gewählt. Tabelle 4 bietet eine Übersicht 
ber die Zusammensetzungen der Lösungen. ü
 
Tabelle 4: Schema der Zusammensetzung der Lösungen zur Einbettung 
  Basislösung  PMMA­
Pulver 
Härter 1  Härter 2  Regler  Xylol 
Präinfiltration 1  100ml(stab.)  100ml 
Präinfiltration 2  200ml(stab.)  1g  
Präinfiltration 3  200ml(ent.)  1g  
Infiltration  250ml(ent.)  20g 1g  
Stammlösung A  500ml (ent.)  80g 3g  
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Stammlösung B  50ml (ent.)  4ml 2ml   
s
 
tab.=stabilisiert; ent.=entstabilisiert 
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Nach  Ablauf  der  4  Wochen  erfolgte  die  Einbettung.  Als  Einbettformen  dienten 
eigens  für  die  Einbettung  von  Rattentibiae  hergestellte  Formen.  Das  gewählte 
Material der Einbettformen, Polyoxymethylen (POM), zeichnet sich durch extreme 
Verschleißfestigkeit sowie durch Beständigkeit gegen alle üblichen Lösemittel aus. 
Die bei 4 °C gekühlten Stammlösungen A und B wurden unmittelbar vor Gebrauch 
im Verhältnis 9 Volumenanteile A und 1 Volumenanteil B gemischt. Anschließend 
wurden  die  Präparate mit  ihrer medialen  Seite  nach  unten  in  die  Einbettformen 
gelegt, mit dem Polymerisationsgemisch randvoll übergossen und im vorgekühlten 
Exsikkator  evakuiert.  Nach  ca.  20  Minuten  wurden  die  Formen  luftdicht 
verschlossen  und  bei  0°C  2  Tage  gelagert,  so  dass  der  Kunststoff 
auspolymerisieren  konnte.  Danach  konnten  die  Präparatblöcke  aus  den  Formen 
entnommen und weiter verarbeitet werden.  
Mit einem Hartschnittmikrotom (Leica RM2165) wurden 5 µm dicke Schnitte der 
Knochen angefertigt. 
Die  Blöcke  wurden  in  die  Halterung  des  Hartschnittmikrotoms  eingespannt,  so 
dass die darin enthaltenen Tibiae mit der Längsachse senkrecht zur Schnittkante 
des  Messers  ausgerichtet  waren.  Der  Winkel  des  Messers  zum  Präparat  betrug 
dabei  5°.  Dieser  konnte  in  Abhängigkeit  von  der  Schnittfähigkeit  des  Präparates 
verändert  werden.  Die  Präparate  wurden  zunächst  so  getrimmt,  dass  sich  eine 
paramediane Schnittebene ergab. Dies ermöglichte eine möglichst hohe Zahl  von 
Schnitten  auf  der  Höhe  des  maximalen  Markraumdurchmessers  und  der 
maximalen Markraumlänge. Um ein Einreißen oder Ausbrechen der Präparate zu 
vermeiden,  wurden  diese  und  das  Messer  ständig  mit  30%igem  Alkohol 
befeuchtet. Außerdem verhinderte  der Alkoholfilm  eine  zu  starke  Stauchung der 
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einzelnen Schnitte.  
Nachdem  die  gewünschte  Schnitttiefe  erreicht  war,  wurden  die  einzelnen  5  µm 
dicken  Schnitte  vom  Messer  abgenommen  und  auf  einem  beschichteten 
Objektträger(SuperFrost®Plus, Menzel  GmbH)  platziert.  Dieser wurde  zuvor mit 
96%igem Alkohol benetzt, wodurch der Schnitt leichter zu positionieren war. Der 
96%ige Alkohol wurde zusätzlich auf den Schnitt gegeben, wodurch der Kunststoff 
leicht aufgeweicht wurde. Mit einer Pinzette und einem Feinhaarpinsel konnte der 
Schnitt  anschließend  so  gestreckt  werden,  dass  möglichst  wenige  Falten 
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zurückblieben,  welche  die  Auswertbarkeit  hätten  beeinflussen  können.  Diese 
Artefakte ließen sich jedoch nicht gänzlich vermeiden. 
Über  das  gestreckte Präparat wurde Kisolfolie  (Medim Histotechnologie,  Gießen, 
Deutschland)  gelegt  und  der  überschüssige  Alkohol  mit  einem  Filterpapier 
abgesaugt. Die anschließende Lagerung  in einer Schnittpresse  für ca. 48 Stunden 
m rbei 37 °C garantierte eine optimale Haftung des Präparats auf de  Objektt äger.  
Vor  der  Färbung  der  Präparate  mussten  diese  entplastet  werden,  um  das 
Polymerat vom Knochenpräparat zu trennen und um diese zu rehydrieren. Dabei 
urden die Präparate in verschiedenen Lösungen behandelt. Siehe Tabelle 5.  w
 
Tabelle 5: Schnittentplastung 
Xylol  3 x 20min Raumtemperatur 
2‐Methoxymethylacetat 1 x 20min Raumtemperatur 
Aceton   2 x 5min Raumtemperatur 
Aqua dest.  2 x 2min Raumtemperatur 
 
 
Zur  Färbung  der  Schnitte  diente  ein  Masson‐Goldener  Färbekit  (Merck, 
Deutschland).  Diese Masson­Goldner­Trichromfärbung  kann  an  formalinfixiertem 
Gewebe durchgeführt werden und dient in erster Linie der Darstellung kollagenen 
Bindegewebes.  Während  des  Färbevorgangs  binden  in  Lösung  angebotene 
Farbstoffe an definierte Strukturen innerhalb des Präparates. Zellkerne stellen sich 
braunschwarz,  Cytoplasma  ziegelrot,  Erythrozyten  und  Osteoid  orangerot, 
Muskulatur blass rot, und kollagenes Bindegewebe bzw. Knochen grün dar. Diese 
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Färbung wurde entsprechend der Herstellerangabe durchgeführt.  
Nach  der  Entplastung  wurden  die  Objektträger  für  fünf  Minuten  in  Weigerts 
Eisenhämatoxylin  gegeben.  Diese  Lösung  färbt  vor  allem  die  Zellkerne  an. 
Anschließend wurden die Präparate  für 5 Minuten  in  fließendem Wasser gespült 
und  für  30  Sekunden  in  1%ige  Essigsäure  getaucht,  um  dann  in  Säurefuchsin‐
Ponceau für zehn Minuten gefärbt zu werden. Darauf folgte ein erneutes Spülen in 
1%iger  Essigsäure  für  30  Sekunden  und  die  Differenzierung  in 
Phosphorwolframsäure‐Orange  G  für  eine  Minute,  um  das  Bindegewebe  zu 
entfärben.  Sowohl  vor  als  auch  nach  der  zwei  minütigen  Gegenfärbung  in 
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Lichtgrün  SF,  welches  kollagenes  Bindegewebe  und  somit  Knochen  anfärbt, 
erfolgte  die  ein  minütige  Spülung  in  1%  Essigsäure.  Die  gefärbten  Präparate 
wurden  anschließend  in  einer  aufsteigenden  Alkoholreihe  bis  zu  100%igem 
Alkohol  dehydriert  und  für  zweimal  fünf Minuten  in Xylol  gegeben,  um  sie  dann 
mit Eukitt (Carl Roth), einem klaren Klebstoff und einem Deckglas einzubetten.     
Die  Schnitte  der  Präparate wurden  im  Anschluss  an  die  Färbung mikroskopisch 
eurteilt und digitalisiert. b
 
2.12 Auswertung 
2.12.1 Auswertung der klinischen Verlaufskontrollen 
 
Im  Rahmen  der  klinischen  Verlaufskontrollen  wurden  die  Tiere  am  Tag  der 
Operation  präoperativ  untersucht.  Des Weiteren  folgten Untersuchungen  an  den 
Tagen  3,  7,  14,  21  und  28.  An  diesen  Terminen  wurde  das  Gewicht  und  die 
Temperatur bestimmt, sowie Blut gewonnen und ein Blutbild angefertigt. 
Für  die  gewonnenen  Daten  (Körpertemperatur  und  Körpergewicht)  wurden  für 
jede  Gruppe  und  jeden  Untersuchungstag  Mittelwerte  und  deren 
tandardabweichung berechnet. S
 
2.12.2 Auswertung der radiologischen Untersuchungen 
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In  die  radiologische  Auswertung  wurden  alle  Bilder  eingebracht,  die  im 
Gesamtprojekt während der Untersuchungen und zum Zeitpunkt der Tötung von 
den Unterschenkeln der Ratten  im  lateralen und a.p. Strahlengang aufgenommen 
wurden.  Insgesamt handelte es  sich um 398 zu beurteilende Röntgenaufnahmen. 
Die  Bilder  wurden  blind  randomisiert,  um  ein  Wiedererkennen  und  eine 
Beeinflussung  der  Observer  (n=3)  zu  vermeiden.  Die  Auswertung  erfolgte  nach 
einem modifizierten Score nach An et al[67]. Die Knochen wurden in drei „Regions 
of  Interest“  (ROI) eingeteilt  (siehe Abbildung) und der Grad der Destruktion von 
den Beobachtern auf vorgefertigten Bögen beurteilt.  Innerhalb der ROI galten als 
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Kriterien  für  den  Grad  der  Destruktion  zunächst  Sequesterbildung, 
Spontanfrakturen  und  Deformitäten  der  Diaphyse,  die  als  einfache  ja/nein 
Antworten mit  1  bzw.  0  Punkten bewertet wurden. Weitere Kriterien waren die 
diaphysäre periostale Reaktion, eventuell auftretende Weichteilschwellungen und 
Osteolysen im gesamten Bereich des Knochens, die anhand einer Skala von 0 bis 3 
bewertet wurden. 0 Punkte bedeuteten in diesem Zusammenhang das Fehlen von 
pathologischen  Merkmalen,  während  3  Punkte  die  maximale  Ausprägung 
darstellten.  Abschließend  musste  wiederum  anhand  dieser  Punkteskala  der 
radiologische Gesamteindruck des Knochenbefalls eingeschätzt werden. Insgesamt 
lag die minimal erreichbare Punktzahl bei 0 Punkten und die maximale Punktzahl 
bei 33 Punkten. Alle Bilder wurden im Vergleich zu den postoperativ gewonnenen 
Röntgenbildern  beurteilt.  Aus  den  einzelnen  Scoreergebnissen wurden  für  jedes 
ier und für die jeweilige Gruppe der Median bestimmt. T
 
 
Abbildung 5: Röntgenbild einer Tibia im lateralen Strahlengang mit Einteilung in ROI 
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2.12.3 Auswertung der Histologie 
 
Der  histologischen  Auswertung  wurden  jeweils  4  Tiere  je  Gruppe  und 
Tötungszeitpunkt  zugeführt.  Die  digitalisierten  Präparate  wurden  blind 
randomisiert,  um  auch  hier  ein  vorbehaltloses  Scoren  zu  ermöglichen.  Die 
Auswertung erfolgte durch vier unabhängige Beobachter nach einem modifizierten 
Score  nach  Petty  et  al[62‐64].  Der  Score  verlangt  dabei  die  Einteilung  des 
Knochens  in  vier  ROI  (siehe  Abbildung).  Innerhalb  dieser  ROI  bewerteten  die 
Beobachter  (n=4)  das  Auftreten  von  Abszessen,  Sequesterbildung,  den  Grad  der 
Destruktion  bzw.  Verbreiterung  der  Kortikalis  sowie  den  subjektiven 
Gesamteindruck. Abszesse, Sequesterbildung und kortikale Verbreiterungen oder 
Ausdünnungen stellten einfache ja/nein‐Antworten dar und wurden mit 1 oder 0 
bewertet.  Der  Gesamteindruck  musste  anhand  einer  Punkteskala  eingeschätzt 
werden, wobei 0 keinen, 1 einen leichten und 2 einen stark ausgeprägten Befund 
bedeuteten.  Die  Punkte  wurden  dann  summiert.  Insgesamt  lag  die  maximal 
erreichbare Punktzahl bei 24 Punkten. Aus den Einzelergebnissen der Beobachter 
urde für jedes Tier und jede Gruppe der Median bestimmt.  w
 
 
Abbildung 6: Tibiapräparat (Masson­Goldner) mit Einteilung in ROI 
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2.13 Statistik 
 
Alle  radiologischen  und  histologischen  Bilder  wurden  wie  bereits  beschrieben 
randomisiert. Dabei wurden die radiologischen Bilder von 3 Gutachtern bewertet, 
die histologischen Bilder von 4 Gutachtern. 
Die  statistische  Auswertung  der  gewonnenen  Ergebnisse  erfolgte  unterstützt 
durch das  Institut  für Medizinische Biometrie, Epidemiologie und  Informatik der 
Universität Münster unter Zuhilfenahme der Statistik‐Software SPSS (Version 15.0; 
SPSS Inc. Chicago, USA). Es wurden Mediane, Perzentilen und Korrelationsanalysen 
nach  Pearson  und  Spearman berechnet.  Zur  interferenzstatistischen Auswertung 
wurden  der  Mann‐Whitney‐U‐Test  für  zwei  unabhängige  Stichproben,  der  Chi‐
Quadrat‐Test  und  der  Kruskall‐Wallis  für  mehrere  unabhängige  Stichproben 
angewandt.  Die  grafische  Darstellung  der  Ergebnisse  erfolgte  in  Box‐Plots  und 
treudiagrammen ebenfalls mit Hilfe von SPSS. S
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3. Ergebnisse 
3.1 Auschlusskriterien 
 
Über  den  gesamten  Beobachtungszeitraum  verstarben  drei  Tiere.  Diese  Tiere 
verstarben  während  der  Narkose  zum  Zeitpunkt  der  OP  und  konnten 
dementsprechend  in  der  Bewertung  nicht  berücksichtigt  werden.  Diese 
usgefallenen Tiere wurden ersetzt. a
 
3
 
.2 Körpergewicht 
Tabelle 6: durchschnittliches Körpergewicht im Verlauf 
 
Tabelle 6 zeigt die Mittelwerte für das gemessene Körpergewicht für jede Gruppe 
und  die  jeweiligen  Untersuchungstage.  Die  Standardabweichung  ist  ebenfalls 
  OP  Tag 3  Tag 7  Tag 14  Tag 21  Tag 28 
Körpergewicht/g 
 
Kontrolle 
 
231േ9,4 
 
227േ10 232േ12 234േ8,5 237േ3,1 249േ3,7 
Infektion 
 
240േ12,9  235േ12,3 235േ13,5 240േ7,2 245േ9,4 251േ13,6 
Infektion+Titan 
 
234േ14,4 
 
231േ14,1 240േ11,1 251േ12,3 259േ13,7 257േ13,7 
Infektion+ 
Gentamicin 
231േ10 
 
227േ7 232േ6,6 234േ11,1 237േ9,9 249േ13,9 
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angegeben. 
Die  Bestimmung  des  Gewichts  der  Versuchstiere  zeigte  drei  Tage  nach  der 
Operation  einen  geringen  Gewichtsverlust  in  allen  Untersuchungsgruppen.  Am 
zweiten  postoperativen Untersuchungstermin,  an Tag  14  post  op.,  verzeichneten 
alle Gruppen wieder eine Gewichtszunahme. Ein Gewichtsverlust von ≥ 10% des 
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Ausgangsgewichtes  der  Versuchstiere  hätte  aus  tierschutzrechtlichen  Gründen 
zum  Abbruch  des  Versuches  geführt.  Ein  solcher  Gewichtsverlust  wurde  bei 
keinem der Tiere beobachtet. Die Gruppen zeigten  im Verlauf keine signifikanten 
Unterschiede in ihrer Gewichtsentwicklung. 
 
3.4 Kö ertemperatur rp
 
Tabelle 7: durchschnittliche Körpertemperatur im Verlauf 
 
Tabelle 7  zeigt die Mittelwerte  für die gemessenen Körpertemperaturen  für  jede 
Gruppe  und  die  jeweiligen  Untersuchungstage.  Die  Standardabweichung  ist 
  OP  Tag 3  Tag 7  Tag 14  Tag 21  Tag 28 
Temperatur/°C 
 
   
Kontrolle 
 
36,9േ0,5  36,7േ0,7 36,4േ0,5 37,1േ0,2 36,6േ0,7  37,4േ0,3
Infektion 
 
36,9േ0,8  36,4േ0,6 36,3േ0,7 37,2േ0,4 36,9േ0,6  36,9േ0,4
Infektion+Titan 
 
36,8േ0,5  36,6േ0,7
 
36,7േ0,4 37,1േ0,5 36,5േ0,6  36,9േ0,9
Infektion+Gentamicin 
 
36,9േ0,7  36,1േ1,3 36,7േ0,6 36,5േ1 35,9േ0,9  36,3േ0,3
ebenfalls angegeben. 
Die  Körpertemperatur  der  Versuchstiere  blieb  über  den  gesamten 
Versuchszeitraum  physiologisch  stabil.  Es  ergaben  sich  keine  signifikanten 
Unterschiede  zwischen  den  jeweiligen  Gruppen.  Ein  zu  erwartender 
Temperaturanstieg  als  Ausdruck  eines  septischen  Geschehens,  beziehungsweise 
ls Ausdruck einer Generalisation ließ sich in keiner der Gruppen nachweisen. a
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3.5 Blutbild 
 
Neben den Gewichts‐  und Temperaturkontrollen wurde allen Tieren  am Tag der 
Operation sowie an den folgenden Untersuchungsterminen Blut entnommen. Dies 
diente  zur  Erstellung  eines  Blutbildes.  In  den  nachfolgenden  Tabellen  sind  die 
Mittelwerte  und  die  zugehörigen  Standardabweichungen  für  den 
Hämoglobinspiegel,  den  Hämatokritwert  und  die  weißen  Blutkörperchen  (WBC) 
dargestellt. 
Tabelle 8: durchschnittlicher Hämoglobinspiegel im Verlauf 
 
  OP  Tag 3  Tag 7  Tag 14  Tag 21  Tag 28 
Hämoglobinspiegel/mg/dl 
 
Kontrolle 
 
15,2±0,5  15,45±1,6 14,7±1,7 16,3±0,8 16,2±0,6  15,45±1,6
Infektion 
 
15,2±1,5  14,9±1,4 15,8±1,2 15,2±2,4 17,2±0,7  15,3±0,5
Infektion+Titan 
 
15,9±0,8  15,5±0,7 15,2±1,2 16,4±1,4 17,7±0,9  15,6±2,4
Infektion+Gentamicin 
 
15,4±0,8  15,6±1,5 15,4±1,4 16,0±1,2 18,2±0,9  16,1±1,2
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Tabelle 9: durchschnittlicher Hämatokritwert im Verlauf 
 
 
  OP  Tag 3  Tag 7  Tag 14  Tag 21  Tag 28 
Hämatokrit/ % 
 
   
Kontrolle 
 
45,7±2,0 45,7±2,6 44,2±2,3 48,7±2,7 48,5±1,5  46,0±4,4
Infektion 
 
45,7±3,0 44,6±3,2 45,5±2,7 46,6±2,4 49,5±1,7  46,3±1,3
Infektion+Titan 
 
47,6±2,7 45,7±3,1 46,1±3,1 48,4±2,8 50,9±1,9  48,3±2,0
Infektion+Gentamicin 
 
46,3±2,3 46,1±4,2 45,8±3,7 47,0±2,0 51,1±2,4  47,9±2,8
Tabelle 10: durchschnittliche Anzahl weißer Blutkörperchen im Verlauf  
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Die  durchschnittlichen  Werte  für  Hämoglobin,  Hämatokrit  und  für  die  Anzahl 
weißer  Blutkörperchen  blieben  während  des  Versuches  in  allen  Gruppen 
physiologisch  stabil.  So  konnte  kein  gruppenspezifischer  Abfall  des  Hämoglobin 
oder  des  Hämatokrit  beobachtet  werden.  Ein  erwarteter  Anstieg  der  weißen 
Blutkörperchen  (WBC),  insbesondere  in  den  Gruppen  Infektion  und 
  OP  Tag 3  Tag 7  Tag 14  Tag 21  Tag 28 
WBC/ *103/µl 
 
   
Kontrolle 
 
9,3±1,6 11,4±2,5 9,1±2,9 8,7±1,4 11.7±5,2  6,8±1,5 
Infektion 
 
8,7±1,9 8,8±2,7 9,0±2,7 8,1±3,3 7,9±1,4  8,2±1,9 
Infektion+Titan 
 
7,9±2,3 9,5±2,4 8,7±2,3 6,8±1,4 7,6±1,1  7,5±1,1 
Infektion+Gentamicin 
 
8,6±2,0 8,2±3,4 7,7±2,0 6,8±2,2 8,4±2,9  10,2±2,6 
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Infektion+Titatan,  ließ  sich  nicht  nachweisen.  In  allen  vier  Versuchsgruppen 
blieben die Werte für die weißen Blutkörperchen stabil. 
In  der  Zusammenschau  der  erhobenen  Daten  der  klinischen  Verlaufskontrollen 
ließ sich kein Anhalt für eine Generalisation des Infektgeschehens finden.  
Die Tiere, die eine durch Infektion destruierte Tibia aufwiesen, zeigten ebenso wie 
ie Tiere der Gruppe Kontrolle keine systemischen Infektionszeichen. d
 
3.6 PET 
 
Um  die  Entwicklung  der  Osteomyelitis  besser  beschreiben  zu  können  und  ihren 
Nachweis  früher  als  in  den  radiologischen  Kontrollen  erbringen  zu  können, 
wurden  sechs  Versuchstiere  zusätzlich  nuklearmedizinisch  mittels  FDG‐PET 
untersucht. Dazu erfolgte ein FDG‐PET Scan zu den Zeitpunkten post op, 7, 14, 21 
und 39 Tage nach der Operation. Eine Anreicherung von FDG im Bereich der linken 
Tibia  gegenüber  der  unbehandelten  rechten  Tibia  galt  dabei  als  Nachweis  einer 
Entzündung. 
Im Folgenden sind die Bilder der nuklearmedizinischen Untersuchung dargestellt. 
Es  handelt  sich dabei  um  repräsentative,  rekonstruierte  Schichten der  FDG‐PET‐
Scans  der  Gruppen  Kontrolle  (Abbildung  7),  Infektion+Titan  (Abbildung  8)  und 
nfektion+Gentamicin (Abbildung 9) I
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a)            b)         c)            d)                 e) 
Abbildung 7: Die Abbildung zeigt repräsentative Schichten de
zu den Zeitpunkten post op (a), 7d (b), 14d (c), 21d (d) und 39d
   
s FDG­PET Scans eines Tieres der Gruppe Kontrolle 
 (e) 
 
a)                 b)                     c)            d)                                 e) 
Abbildung 8: Die Abbildung zeigt repräsentative Schichten des FDG­PET­Scans eines Tieres der Gruppe 
Infektion+Titan zu den Zeitpunkten post op (a), 7d (b), 14d (c), 21d (d) und 39d (e) 
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a)                b)                     c)              d)                                     e)  
A
I
bbildung 9: Die Abbildung zeigt repräsentative Schichten des FDG­PET­Scans eines Tieres der Gruppe 
nfektion+Gentamicin zu den Zeitpunkten post op (a), 7d (b), 14d (c), 21d (d) und 39d (e) 
 
Anhand dieser Aufnahmen ist ersichtlich, dass bereits an Tag 7 post op (Abbildung 
8, Bild b) eine Mehranreicherung von FDG  im Bereich der  linken Tibia der Tiere 
der Gruppe Infektion+Titan nachweisbar ist (siehe rote Pfeile) Des Weiteren zeigen 
die  folgenden  Untersuchungstage  eine  deutliche  Progredienz  der  Anreicherung 
von  FDG  mit  einer  Ausbreitung  des  Infektionsgeschehens  auf  die  gesamte 
iTibiad aphyse. 
Diese  FDG‐Anreicherung  ließ  sich  in  den  Tibiae  beider  nuklearmedizinisch 
 ab Tag 7untersuchter Tiere der Gruppe Infektion+Titan  post op nachweisen.  
Hingegen wiesen weder die Tiere der Gruppe Kontrolle, noch die Tiere der Gruppe 
Infektion+Gentamicin eine solche Veränderung auf und boten somit keinen Anhalt 
für  ein  Entzündungsgeschehen.  Eine  post  mortem,  nach  dem  39.  Tag, 
durchgeführte  mikrobiologische  und  histologische  Untersuchung  dieser  Tiere 
bestätigte  die  nuklearmedizinischen  Ergebnisse.  So  ließen  sich  bei  der 
Untersuchung der Tiere der Gruppe  Infektion+Titan  ein massives Wachstum von 
S.aureus nach Abrollen der Implantate auf Blutagar nachweisen. Zusätzlich wiesen 
die Tibiae dieser Tiere deutliche histologisch nachweisbare Destruktionen auf. 
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Die Tiere der Gruppen Kontrolle und Infektion+Gentamicin zeigten kein Wachstum 
von  S.  aureus  und  keine  histologisch  erfassbaren  Hinweise  auf  ein 
nfektionsgeschen. I
 
3.7 Radiologische Auswertung 
 
In  die  radiologische  Auswertung  wurden  alle  Bilder  eingebracht,  welche  im 
Rahmen  des  Gesamtprojektes  von  den  operierten  Tibiae  der  Tiere  angefertigt 
wurden.  Verwendet  wurden  Röntgenbilder  im  lateralen  und  im  anterioren‐
posterioren  Strahlengang.  Dabei  wurden  insgesamt  398  Röntgenaufnahmen 
begutachtet.  Diese  hohe  Anzahl  an  radiologischen  Aufnahmen  kam  dadurch 
zustande,  dass  in  die  Bewertung  alle  Röntgenbilder  des  Gesamtprojektes 
eingeschlossen wurden. So wurden neben den Röntgenbildern der histologisch zu 
untersuchenden  Tiere  auch  Bilder  der  Tiere  verwendet,  welche  zur  späteren 
mikrobiologischen,  biomechanischen  als  auch  zum  Zweck  von  RNA‐Expressions‐
Analysen verwendet wurden. Alle Bilder wurden randomisiert, um systematische 
Fehler, wie zum Beispiel das Wiedererkennen einzelner Tiere zu vermeiden und so 
ein  vorbehaltloses  Scoren  zu  ermöglichen.  Anschließend  wurden  alle  Bilder  der 
Zeitpunkte  3,  7,  14,  21,  28,  35,  39  und  42  Tage  post  op  im  Vergleich  zu  den 
r O tion
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unmittelbar nach de pera  angefertigten Aufnahmen beurteilt. 
In  Abhängigkeit  der  Gruppenzugehörigkeit  und  der  jeweiligen 
Untersuchungszeitpunkte  zeigten  sich  verschiedene  Ausprägungen  einer 
Osteomyelitis. Zum Zeitpunkt der Operation und darüber hinaus bis zum siebten 
post  operativen  Tag  zeigten  sich  keine  infektionstypischen  radiologischen 
Veränderungen. Die Tiere der Gruppe Infektion+Titan wiesen ab dem vierzehnten 
postoperativen Tag beginnende radiologische Zeichen einer Osteomyelitis auf. Zu 
sehen  waren  fleckige,  unregelmäßige  Auflockerungen  der  Knochenstruktur. 
Ebenfalls  waren  bakterielle  Einschmelzungen  der  Knochenmatrix  (Osteolysen) 
bereits erkennbar. 
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Aufnahmen  zu  späteren  Zeitpunkten  zeigten  für  die  Tiere  der  Gruppe 
Infektion+Titan  eine  weitere  Progredienz  der  Infektion.  Die  Destruktion  des 
Knochens  imponierte  durch  voranschreitende  Osteolyse  und  den  Anbau 
periostalen  appositionellen  Knochens.  Hingegen  konnte  die  Ausbildung  von 
Knochensequestern als Folge von auftretenden Knocheninfarkten nicht beobachtet 
werden.  Die  nachstehenden  Abbildungen  zeigen  beispielhaft  die  typischen 
radiologischen Veränderungen eines infizierten Knochens. 
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Abbildung 10: Dargestellt ist ein konventionelles Röntgenbild eines Tieres der Gruppe Infektion+Titan im 
lateralen Strahlengang. Diese Aufnahme wurde am Tag 14 post op angefertigt. Der Pfeil kennzeichnet eine 
beginnende Osteolyse im Bereich des mittleren Drittels des Knochens entlang des Marknagels 
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Abbildung 11: Dargestellt ist ein konventionelles Röntgenbild eines Tieres der Gruppe Infektion+Titan im 
lateralen Strahlengang. Diese Aufnahme wurde am Tag 39 post operativ angefertigt. Die Pfeile kennzeichnen die 
weiter fortschreitenden Osteolysen und die entzündungsbedingte Abhebung des Periosts. Außerdem ist im 
Vergleich zur Voraufnahme deutlich ein Zuwachs von appositionellem Knochen zu erkennen. 
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Die  nachfolgende  Tabelle  zeigt  die  Mediane  der  Scorewerte  für  die 
Untersuchungsgruppen  zu  den  Zeitpunkten  3,  7,  14,  21,  28,  35,  39  und  42  Tage 
nach der Operation. 
 
Tabelle 11: radiologischer Score 
  3d  7d  14d  21d  28d  35d  39d  42d 
                 
Kontrolle  0,5  1 1 1,5 2 1,5  ‐  1
     
Infektion  0  1 1,5 1,5 1 ‐ ‐  ‐
     
Infektion+Titan*  0  0a 3 2 6 8 15  10
     
Infektion+Gentamicin  0  0 0 0 1 1 1  1
     
     
Bemerkung:  Dargestellt  sind  Mediane  der  Scorepunkte  aller  Gruppen  zu  den  jeweiligen 
Untersuchungszeitpunkten 
*p<0,001 Änderungen der Infektzeichen über den Beobachtungszeitraum 
ap<0,001 im Vergleich innerhalb der Gruppe Infektion+Titan der Untersuchungstage 3 und 7 mit Tag 14; p<0,001 
im Vergleich der Untersuchungstage 3 und 7 gegenüber den Tagen 14,21,28,35,39 und 42. 
 
Die  statistische  Analyse  der  Daten  zeigte  für  die  Gruppe  Infektion+Titan  eine 
signifikante  Änderung  in  Bezug  auf  die  Bewertung  der  radiologischen 
Infektzeichen während des  Beobachtungszeitraumes mit einem Signifikanzniveau 
p<0,001.  
In  der  Gruppe  Kontrolle  wurde  keine  signifikante  Änderung  während  des 
stBeobachtungszeitraumes festge ellt (p=0,653). 
Die  Gruppen  Infektion  und  Infektion+Gentamicin  zeigten  ebenfalls  keine 
signifikanten  Änderungen  in  Bezug  auf  ihre  Bewertung  während  des 
eobachtungszeitraumes (p=0,072 und p=0,533). B
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Im  nachfolgenden Diagramm  sind  die  Ergebnisse  der  Bewertungen  in  Form  von 
Boxplots dargestellt. 
 
Abbildung 12: Dargestellt ist die graphische Auswertung der radiologischen Bewertung 
 
Das Diagramm zeigt den Anstieg der vergebenen Scorepunkte,  entsprechend der 
Progredienz  der  Entzündung  und  der  radiologisch  erfassbaren  knöchernen 
Veränderungen  der  Tibiae  der  Tiere  der  Gruppe  Infektion+Titan  im  zeitlichen 
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Verlauf.
Bereits  nach  14  Tagen  zeigen  sich  radiologische  Zeichen  der  knöchernen 
Destruktion  in Form von Osteolysen  in der Gruppe  Infektion+Titan. Daher wurde 
die Gruppe Infektion+Titan an Tag 14 signifikant höher bewertet als an den Tagen 
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3 und 7. Das Signifikanzniveau beträgt zwischen Tag 3 und Tag 7 gegenüber Tag 14 
p<0,001.  
Das Voranschreiten der Infektion zeigte sich im folgenden Überwachungszeitraum 
durch die Zunahme von Osteolysen, periostalen Schwellungen und dem Anbau von 
appositionellem  Knochen.  Diese  Progredienz  der  Infektionszeichen  fand  auch 
durch eine höhere Vergabe an Scorepunkten aller Gutachter ihre Berücksichtigung.  
Diese  Formen  der  radiologisch  erfassbaren  knöchernen  Destruktionen  konnten 
ausschließlich in der Gruppe Infektion+Titan erfasst werden.  
Die  Gruppe  Kontrolle  zeigte  keine  radiologischen  Entzündungszeichen.  Ebenso 
ergab  sich  für  die  Gruppen  Infektion  und  Infektion+Gentamicin  kein  Anhalt  für 
entzündungsbedingte  knöcherne  Läsionen.  Diese  Gruppen  wurden 
dementsprechend  auch  signifikant  geringer  bewertet  als  die  Gruppe 
Infektion+Titan.  
Die  statistische  Analyse  zeigte  für  die  Gruppen  Kontrolle,  Infektion  und 
Infektion+Gentamicin  keine  signifikanten  Unterschiede  in  Bezug  auf  ihre 
Bewertung zu den jeweiligen Untersuchungsterminen. 
Radiologisch  ließ  sich  ausschließlich  in  der  Gruppe  Infektion+Titan  eine 
implantatassoziierte Osteomyelitis nachweisen. Dieser Nachweis konnte ab Tag 14 
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erbracht werden. 
In der nachfolgenden Abbildung sind exemplarisch  radiologische Aufnahmen der 
operierten  Tibiae  im  lateralen  Strahlengang  dargestellt.  Die  Abbildung  13  zeigt 
vergleichende  Aufnahmen  der  Untersuchungsgruppen  die  an  Tag  14  post  op 
angefertigt  wurden.  Zu  sehen  ist,  dass  ausschließlich  das  Tier  der  Gruppe 
Infektion+Titan  eine  beginnende  Osteolyse  im  mittleren  Drittel  des 
Titanmarknagels aufweist. Die Aufnahmen der Tiere der anderen Gruppen zeigen 
keine infektionstypischen Veränderungen des Knochens. Die Aufnahmen der Tiere 
der  Gruppe Kontrolle  und  der  Gruppe  Infektion  zeigen  lediglich  den  Verlauf  des 
Bohrkanals. Ansonsten weisen sie keine knöchernen Unregelmäßigkeiten auf. Die 
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Aufnahme des Tieres der Gruppe Infektion+Gentamicin zeigt eine regelrechte Lage 
es Implantates. Darüberhinaus stellt sich die Struktur des Knochens regelhaft dar.  d
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         a)             b)        c)      d) 
Abbildung  13:  Die  Abbildung  zeigt  exemplarisch  radiologische  Aufnahmen  im  lateralen  Strahlengang  eines 
Tieres  der  Gruppe  Kontrolle(a),  der  Gruppe  Infektion  (b),  der  Gruppe  Infektion+Titan  (c)  und  der  Gruppe 
Infektion+Gentamicin  (d)  an  Tag  14  post  op.  Das  Tier  der  Gruppe  Infektion+Titan  (c)  zeigt  eindeutig  die 
beginnenden Osteolysen  (siehe  rote Pfeile). Die anderen Tiere zeigen  eine  regelrechte Knochenstruktur.  In den 
ufnahmen a und b sind ausschließlich die Bohrkanäle zu erkennen. A
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3.5 Histologische Auswertung  
 
Wie  bereits  im  Abschnitt  Material  &  Methoden  beschrieben,  wurden  zur 
histologischen  Begutachtung  jeweils  vier  Tiere  pro  Untersuchungstag  und  pro 
Gruppe  in  die  Gesamtheit  der  zu  beurteilenden  Bilder  eingebracht.  Zusätzlich 
wurden  die  Tibiae  der  Tiere,  welche  der  nuklearmedizinischen  Untersuchung 
dienten,  histologisch  aufgearbeitet  und  bewertet.  Dazu wurde  für  jedes  Tier  ein 
repräsentativer histologischer  sagittaler  Schnitt  der  linken Tibia  ausgewählt. Um 
auch hier ein vorbehaltloses Scoren zu ermöglichen und um ein Wiedererkennen 
der  jeweiligen  Bilder  und  ihrer  zugehörigen  Gruppen  ausschließen  zu  können, 
b  wurden die Bilder verblindet und randomisiert  eurteilt.  
Bei  den  histologischen  Schnitten  handelte  es  sich  um  Masson‐Goldner  gefärbte 
Schnitte.  
Entsprechend  ihrer  Gruppenzugehörigkeit  und  abhängig  vom  Untersuchungstag 
zeigten sich bei einigen Tibiae starke Ausprägungen einer Osteomyelitis. So zeigten 
sich  auf  den  Schnittbildern  deutliche  Anreicherungen  von  Granulozyten, 
Osteolysen, Fistelgänge, subperiostale Anreicherung von Granulozyten sowie eine 
deutliche  Zunahme  des  periostalen  Knochenanbaus.  Bedingt  durch  die 
Färbemethode  stellten  sich  Anreicherungen  von  Granulozyten  blau  bis  grünlich 
dar.  Der  appositionelle  Knochen  imponierte  wie  normale  Knochenstruktur 
grünlich.  Hingegen  wirkte  die  Struktur  und  Konsistenz  sehr  viel  lockerer  und 
icunger hteter.  
Diese  Veränderungen  konnten  ausschließlich  in  der  Gruppe  Infektion+Titan 
begutachtet  werden.  Die  Tiere  der  Gruppen Kontrolle,  Infektion  und  der  Gruppe 
Infektion+Gentamicin zeigten keine entzündungstypischen Veränderungen. 
Die  folgenden Abbildungen zeigen diese  typischen histologischen Veränderungen 
einer Tibia am Beispiel eines infizierten Knochens der Gruppe Infektion+Titan am 
Tag 39 post op. 
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Abbildung 14: Dargestellt ist ein sagittaler histologischer Schnitt einer Tibia eines Tieres der Gruppe 
Infektion+Titan 39 Tage post op nach Mason Goldner gefärbt. Zu sehen sind deutliche entzündungsbedingte 
Veränderungen des Knochens, wie Osteolysen, beginnende Fistelgänge und appositioneller Knochenanbau  
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GR 
ML 
Abbildung 15: Dargestellt ist eine Ausschnittsvergrößerung aus Abbildung 4. ML markiert das Marknagellager. 
Der schwarze Pfeil markiert einen aus einer Osteolyse hervorgehenden Fistelgang, angefüllt mit 
Granulozyten(GR) . Der mit dem Blockpfeil markierte Bereich stellt den typischen, locker erscheinenden, 
appositionellen Knochen dar.  
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Für die histologische Auswertung zeigt die nachfolgende Tabelle die Mediane der 
durch  vier  Gutachter  vergebenen  Scorepunkte  für  die Untersuchungsgruppen  zu 
den Tötungszeitpunkten 3, 7, 14,, 28 und 39 Tage nach der Operation. 
 
Tabelle 12: histologischer Score 
  3d  7d  14d  28d  39d 
       
Kontrolle 
 
0  0,75 1 0,25  3,5 
Infektion 
 
0  0,5 0,5 0  ‐ 
Infektion+Titan* 
 
0,75  1,75 1,5a 5,75  10,25
Infektion+Gentamicin  1,5  1,5 2 1,5  0 
       
Bemerkung:  Dargestellt  sind  die  Mediane  der  vergebenen  Scorepunkte  für  die  Untersuchungsgruppen 
entsprechend des Tötungstermins 
*p<0,001 Änderung der histologischen Infektionszeichen über den Gesamten Beobachtungszeitraum 
ap<0,001  im  Vergleich  innerhalb  der  Gruppe  Infektion+Titan  zwischen  Tag  14  und  Tag  28,  p<0,001  für  den 
umulierten Vergleich der Tage 3, 7, 14 gegenüber 28 und 39 k
 
Die  statistische  Analyse  der  Daten  zeigte  für  die  Gruppe  Infektion+Titan  eine 
signifikante  Änderung  in  Bezug  auf  die  Bewertung  der  histologischen 
Infektzeichen. Für die Änderung während des gesamten Beobachtungszeitraumes 
betrug  das  Signifikanzniveau  p<0,001.  Im  Gegensatz  zu  der  radiologischen 
Ananlyse,  konnte  für  die  histologische  Begutachtung  erst  zwischen  den 
Untersuchungszeitpunkten  14  und  28  Tage  ein  signifikanter  Unterschied 
festgestellt  werden.  Erst  ab  Tag  28  wurden  die  repräsentativen  histologischen 
Schnitte  entsprechend  ihrer  knöchernen  Destruktion  durch  die  vier  Gutachter 
niveau dafür lag bei p<0,001. 
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höher bewertet. Das Signifikanz
Hingegen zeigten die Gruppen Kontrolle, Infektion und Infektion+Gentamicin keine 
signifikanten  Zunahmen  an  vergebenen  Scorepunkten.  Das  entsprach  den 
unauffälligen  knöchernen  Strukturen,  die  die  Tibiae  dieser  Tiere  aufwiesen.  Die 
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vergebenen  Scorepunkte  für  die  Tiere  dieser  Gruppen  überstiegen  bis  auf  eine 
cAusnahme nicht den S orewert 2. 
An  Tag  39  wurden  die  Tiere  der  Gruppe  Kontrolle  mit  3,5  Scorepunkten 
unerwartet hoch bewertet. Nachdem die Schnitte entblindet wurden, konnten sie 
den einzelnen Gruppen zugeordnet werden. Eine Begründung für diese unerwartet 
hohe  Punktvergabe  für  diese  zwei  nicht  infizierten  Knochen  konnte  in  einer 
schlechten  Qualität  der  Schnitte  selbst  gefunden  werden.  Eine  hohe  Anzahl  an 
Artefakten  führte bei diesen Schnitten zu einer eigentlich ungerechtfertigt hohen 
unktvergabe durch die Gutachter  P
 
Im  nachfolgenden Diagramm  sind  die  Ergebnisse  der  Bewertungen  in  Form  von 
Boxplots dargestellt. 
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Abbildung 16: Dargestellt ist die graphische Auswertung der Scorepunktvergabe der histologischen Auswertung 
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Das  Diagramm  zeigt  den  deutlichen  Anstieg  der  vergebenen  Scorepunkte, 
entsprechend  der  Progredienz  der  Entzündung  und  der  histologisch  erfassbaren 
knöchernen  Veränderungen  der  Tibiae  der  Tiere  der  Gruppe  Infektion+Titan  im 
.zeitlichen Verlauf  
Die  Destruktion  und  Infektion  des  Knochens  konnte  histologisch  durch  die 
Darstellung von vermehrten Granulozyteninfiltrationen, Osteoylsen des kortikalen 
und spongiösen Knochens sowie durch die Zunahme an appositionellem Knochen 
erfasst werden. 
Wie  bereits  der  Tabelle  zu  entnehmen  war,  zeigten  die  Tiere  der  Gruppe 
Infektion+Titan erst ab Tag 28 ausreichende histologische Infektionszeichen um als 
eindeutig  infiziert  eingeordnet  zu  werden.  An  Tag  14  wurden  die  Tiere  dieser 
Gruppe noch mit 1,5  Scorepunkten bewertet und unterschieden  sich damit nicht 
von  den  Tieren  der  anderen  Versuchsgruppen.  Erst  an  Tag  28  reichten  die 
histologischen  Entzündungszeichen  aus,  um  diese  Gruppe  mit  5,75  Punkten 
signifikant  höher  zu  bewerten  als  an  den  vorherigen  Untersuchungstagen.  Das 
Signifikanzniveau für diese erhöhte Vergabe an Scorepunkten betrug p<0,001. 
Eine weitere Zunahme der Entzündung und damit eine vermehrte Destruktion des 
Knochens  zeigten  die  Tiere  der  Gruppe  Infektion+Titan,  welche  zwecks 
nuklearmedizinischer  Untersuchungen  erst  nach  Tag  39  histologisch  untersucht 
werden konnten. Die histologischen Schnitte der Tibiae dieser zwei Tiere wurden 
fast  doppelt  so  hoch  bewertet  als  die  Tibiae  der  Tiere,  welche  an  Tag  28 
begutachtet  wurden.  Es  wurden  10,25  Scorepunkte  an  Tag  39  für  diese  Tiere 
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vergeben. 
Diese  histologisch  erfassbaren  entzündungsbedingten  Destruktionen  konnten 
ausschließlich in den Tibiae der Tiere der Gruppe Infektion+Titan erfasst werden. 
Die  Tibiae  der  Tiere  der  Gruppe  Kontrolle,  Infektion  und  Infektion+Gentamicin 
gaben keinen Hinweis auf eine Osteomyelitis. Sie zeigten weder eine Zunahme an 
Granulozyten,  noch  Hinweise  auf  knöcherne  Destruktionen.  Somit  wurden  sie 
durchgehend  niedrig  bewertet.  Die  unerwartete  Erhöhung  an  vergebenen 
Scorepunkten der Gruppe Kontrolle an Tag 39 wurde bereits erklärt. 
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In  den  nachfolgenden  Abbildungen  17  und  18  sind  exemplarisch  histologische 
Schnitte der  operierten Tibiae dargestellt. Die Abbildungen  zeigen vergleichende 
Schnitte  der  Untersuchungsgruppen  die  an  Tag  28  post  op  angefertigt  und 
begutachtet wurden. 
Ausschließlich das Tier der Gruppe Infektion+Titan zeigt an Tag 28 eine deutliche 
estruktion der operierten Tibia.  D
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 a                                                                            b  
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Abbildung 17: Dargestellt sind repräsentative histologische Schnitte der Tibiae der Gruppen Kontrolle(a) und 
Infektion(b) 28 Tage nach OP. Beide Schnitte zeigen keine  entzündungsbedingten Destruktionen,  sondern  eine 
egelhafte Struktur.  r
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 c                                                    d 
Abbildung 18: Dargestellt sind zwei repräsentative histologische Schnitte der Gruppen  Infektion+Titan(c) und 
Infektion+Gentamicin(d)  28  Tage  nach  OP.  Deutlich  zu  erkennen  sind  in  (c)  die  entzündungsbedingten 
Veränderungen (siehe Pfeile: Osteolysen, Granulozytenvermehrung, Abszess). Hingegen weist die Tibia der Gruppe 
Infektion+Gentamicin  keine  solchen  Veränderungen  auf  sondern  einen  blanden  nicht  entzündlich  veränderten 
Knochen(d).  Er  zeigt  als  Zeichen  einer  Einheilung  des  Implantates  eine  Sklerosierungszone  entlang  des 
Marknagellagers. 
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3.6 Mikrobiologische Auswertung  
 
Um  auch  mikrobiologisch  eine  Infektion  des  Knochens  nachweisen  oder  aber 
ausschließen  zu  können,  wurden  im  Rahmen  des  Gesamtprojektes  alle 
implantierten  Marknägel  mikrobiologisch  untersucht.  Eine  detailliertere 
Darstellung dieser mikrobiologischen Ergebnisse ist Teil einer anderen Promotion 
und  dem  entsprechend  in  der Dissertation  von  Frau Anja  Pallinger  nachzulesen. 
Hier  werden  sie  erwähnt,  um  ein  Funktionieren  des  Infektionsmodells  zu 
bestätigen und um die gewonnenen Daten vor diesem Hintergrund diskutieren zu 
können.  
Zum  Nachweis  oder  zum  Ausschluss  einer  Infektion  wurde  den  Tieren  der 
Gruppen  Infektion+Titan  und  Infektion+Gentamicin  nach  ihrer  Tötung  die 
Implantate  unter  sterilen  Bedingungen  entnommen  und  auf  Blutagarplatten 
abgerollt. Für die Gruppe Infektion+Titan konnte so eine Infektion mit S.aureus  in 
97% der Fälle nachgewiesen werden. Es bestand kein signifikanter Unterschied in 
Bezug  auf  das  Keimwachstum  im  zeitlichen  Verlauf.  16%  der  Tiere  der  Gruppe 
Infektion+Gentamicin  zeigten  ein  Wachstum  von  S.aureus  nach  Abrollen  der 
Implantate.  Somit  betrug  die  protektive  Wirkung  der  gentamicinbeschichteten 
  sMarknägel vor einer implantata soziierten Osteomyelitis 84%. 
Zusätzlich  wurde  Tieren  aller  Gruppen  unter  sterilen  Bedingungen  nach  ihrer 
Tötung  die  Tibia  entnommen  und  diese  zu  Knochenmehl  vermahlen.  Dies 
ermöglichte  einen  Infektionsausschluss  beziehungsweise  eine  Bestätigung  der 
Infektion  zusätzlich  zum  Abrollen  der  Implantate  in  den  Gruppen Kontrolle  und 
Infektion.  Das  Knochenmehl  wurde  unter  standardisierten  Bedingungen 
vermahlen  und  auf  Blutagarplatten  aufgebracht.  Dabei  zeigte  sich  in  der  Gruppe 
Kontrolle  erwartungsgemäß kein Wachstum von S.aureus.  Außerdem zeigte  sich, 
dass  die  verwendeten  103  CFU/20µl  S.aureus‐Suspension  zur  Induktion  einer 
Infektion ohne Implantat nicht aussreichen. 
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Es  fand  sich  kein  Nachweis  von  S.aureus  im  Herzblut  beziehungsweise  in  den 
Nieren der Tiere. Außerdem war  in  keiner der Gruppen die  Induktion  von  small 
colony variants nachweisbar. 
In der folgenden Abbildung sind exemplarisch Blutagarplatten nach dem Abrollen 
von Implantaten dargestellt. 
 a         b 
Abbildung 19: Die Abbildung  zeigt  exemplarisch  zwei Blutagarplatten,  auf  denen  jeweils  ein Titanimplantat 
zwecks  Infektionskontrolle  abgerollt  wurde.  (a)  zeigt  dabei  ein  Titanimplantat  eines  Tieres  der  Gruppe 
Infektion+Titan mit massivem Nachweis von S.aureus entlang der gesamten Länge des Implantates. (b) zeigt ein 
gentamicinbeschichtetes  Implantat  eines  Tieres  der  Gruppe  Infektion+Gentamicin. Das  Bild  zeigt  eine  blande, 
sterile Blutagarplatte und somit exemplarisch die protektive Wirkung des Implantates. 
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4. Diskussion 
 
In  der  orthopädischen  sowie  in  der  traumatologischen  Chirurgie  finden 
Biomaterialien eine häufige Anwendung. So werden derzeit weltweit ca. 1.000.000 
Hüftprothesen jährlich implantiert[12]. Allein in den USA wurden im Jahr 2003 ca. 
220.000  primäre  Hüftprothesen  und  ca.  418.000  primäre  Knieprothesen 
implantiert.  Für  das  Jahr  2030  wird  erwartet,  dass  diese  Zahl  primärer 
Hüftprothesen  auf  über  572.000  pro  Jahr  ansteigt[68].  Hinzu  kommen  die 
verwendeten  Biomaterialien,  die  in  der  Unfallchirurgie  verwendet  werden. 
Typisch  ist  hier  der  Einsatz  von  Platten,  Schrauben,  Marknägeln  und  weiteren 
rMate ialien zum Zwecke der Osteosynthese.  
Jede  Operation,  die  das  Einbringen  von  Fremdmaterial  in  den  menschlichen 
Körper erfordert, steigert das Risiko der Entstehung einer Infektion[69].  Im Falle 
einer  bakteriellen  Kontamination,  insbesondere  nach  offenen  Frakturen,  können 
Bakterien  auf  diesen  Materialien  adhärieren  und  so  zur  Entstehung  einer 
o e i ]implantatass zii rten tiefen Wundinfektion be tragen[12, 64, 69 .  
Wie  bereits  in  der  Einleitung  beschrieben,  ist  die  Zahl  an  Infektionen  nach 
elektiven  orthopädischen  Eingriffen mit  0,7‐4,2 %  relativ  niedrig[5‐9].  Hingegen 
erklärt der steigende Einsatz von den genannten Biomaterialien die Zunahme an 
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implantatassoziierten Infektionen[12].  
Diese Infektionen haben häufig dramatische Konsequenzen für den Patienten. Eine 
verlängerte Hospitalisation, eine systemische Behandlung mit Antibiotika, mehrere 
Revisionseingriffe, eine Entfernung der verwendeten Materialien, eine Amputation 
der  betroffenen  Extremität  als  auch  ein  tödlicher  Ausgang  sind möglich[11,  63]. 
Vor  dem  Hintergrund  dieses  dramatischen  Verlaufs  wird  deutlich,  warum  die 
bessere  Diagnostik  und  die  verbesserte  Therapie  und  Prophylaxe  der 
implantatassoziierten  Infektionen  beziehungsweise  der  implantatassoziierten 
Osteomyelitis Gegenstand vieler aktueller medizinischer Publikationen sind.  
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Die  Osteomyelitis  ist  trotz  aller  Anstrengungen  noch  immer  nicht  sicher  zu 
behandeln[12]  und  stellt  sowohl  für  den  Betroffenen  als  auch  für  seine 
behandelnden  Ärzte  und  aus  sozioökonomischer  Sicht  eine  enorme 
Herausforderung dar. Nachwievor ist die frühzeitige Diagnose einer Osteomyelitis 
der Schlüssel zu einer rechtzeitigen und erfolgreichen Behandlung[12, 51]. In der 
Summe dieser Argumente  liegt die Rechtfertigung  für das von uns durchgeführte 
ierprojekt. T
 
 
Ziel dieser Arbeit war zunächst die Etablierung eines validen implantatassoziierten 
Infektionsmodells  in  der  Ratte  hier  in  Münster.  Dabei  halfen  insbesondere  die 
Arbeiten  von  Lucke  et  al[62,  63].  Anhand  dieses  Infektionsmodells  konnten wir 
unter  Verwendung  eines  S.aureus  (ATCC  49230)  ebenfalls  valide  eine 
implantatassoziierte Osteomyelitis in der Ratte erzeugen. Die Infektionsrate dieser 
Tiere lag, wie bereits gezeigt, bei 97 %.  
Lucke  et  al.  konnten  mit  der  Etablierung  ihres  Infektionsmodells  ein  Modell 
vorstellen,  dass  keiner  weiteren  Promotoren  als  der  Infektion  und  der 
Implantation eines Titanmarknagels zur Auslösung einer Infektion bedurfte. Dabei 
war  die  spätere  Ausprägung  der  implantatassoziierten  Osteomyelitis 
ausschließlich  abhängig  von  der  verwendeten  Konzentration  an  KBE  des 
[63].  
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S.aureus
Gelenkt  von  dem  Interesse  an  der  Bedeutung  eines  Titanmarknagels  bei  der 
Entstehung einer Osteomyelitis in diesem Tiermodell galt unsere Aufmerksamkeit 
unter anderem der Fragestellung, ob die verwendete Konzentration von 103 KBE 
S.aureus ausreichen, um auch ohne Implantat eine Osteomyelitis in der Tibia einer 
Ratte  zu  induzieren.  Die  histologischen,  radiologischen  als  auch  die 
mikrobiologischen  Ergebnisse  lassen  den  Schluss  zu,  dass  die  verwendete 
Konzentration von 103 KBE S. aureus allein nicht zur Induktion einer Osteomyelitis 
in der Ratte ausreichen. Hingegen verdeutlicht die valide Infektionsrate von 97% 
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der  Tiere  der  Gruppe  Infektion+Titan  die  Abhängigkeit  der  Auslösung  einer 
Infektion von der Implantation eines Fremdkörpers. Es lässt sich also folgern, dass 
bei  der  Verwendung  von  ausschließlich  103  KBE  S.aureus  ohne  die  Verwendung 
eines Titanimplantates keine Osteomyelitis in der Ratte induzieren lässt. Vor dem 
Hintergrund  dieser  Ergebnisse  sei  die  Notwendigkeit  der  Vermeidung  einer 
bakteriellen Kontamination einer Wunde,  insbesondere bei der  Implantation von 
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Biomaterialien, nochmals betont.  
Durch  den  Einsatz  von  standardisierten  Hygienemaßnahmen während  einer  OP, 
wie sie das Robert Koch‐Institut vorschreibt[70], lässt sich die Zahl an Infektionen 
unter  elektiven  OP‐Bedingungen  in  der  orthopädischen  Chirurgie  auf  niedrigem 
Niveau halten[5‐9]. Im Falle offener Frakturen ist dies nicht zu garantieren. Diese 
sind  in  50‐70%  bereits  durch  den  Kontakt  der  Wunde  und  des  Knochens  zur 
Umwelt  bakteriell  kontaminiert[13,  14].  Der  notwendige  Einsatz  von 
Biomaterialien  zur  Osteosynthese  stellt  somit  einen  weiteren  Schritt  bei  der 
Entstehung  einer  implantatssoziierten  Infektion  dar.  Um  die  Entstehung  dieser 
Infektionen  dennoch  zu  vermeiden,  bedarf  es  eines  sorgfältigen  chirurgischen 
Vorgehens,  dem  ausreichenden  Spülen  der Wunde,  dem  Einsatz  von  Jet‐Lavage, 
systemischer  als  auch  lokaler  Antibiose.  Der  Einsatz  gentamicinbeschichteter 
Implantate  im  Infektionsmodell  in  der  Ratte  konnte  dabei  die  Entstehung  einer 
Osteomyelitis  verhindern[62].  Auch  in  dem  von  uns  durchgeführten  Projekt 
konnte  die  protektive  Wirkung  gentamicinbeschichteter  Implantate  zum  Schutz 
vor einer implantatassoziierten Osteomyelitis gezeigt werden. So zeigten die Tiere 
der  Gruppe  Infektion+Gentamicin  zu  keinem  der  Untersuchungszeitpunkte 
radiologische  Anzeichen  einer  Osteomyelitis.  Im  Rahmen  der  radiologischen 
Bewertung  wurden  die  Tibiae  dieser  Gruppe  durchgehend  signifikant  niedriger 
bewertet  als  die  Tibiae  der  Gruppe  Infektion+Titan.  Ebenfalls  ergaben  sich  nach 
der  Tötung  der  Tiere  zu  keinem  Zeitpunkt  histologische  Hinweise  auf  eine 
Osteomyelitis.  Mikrobiologische  Analysen,  welche  im  Rahmen  des 
Gesamtprojektes durchgeführt wurden, ergaben eine 16%ige Infektion der Gruppe 
Infektion+Gentamicin mit S.aureus nach dem Abrollen der Implantate. Somit konnte 
in 84% der Fälle  eine Entstehung einer  implantatassoziierten  Infektion  in dieser 
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Gruppe  verhindert  werden.  Diese  Ergebnisse  der  Wirkung 
gentamicinbeschichteter  Implantate  als  Prophylaxe  einer  implantatassoziierten 
Infektion  korrelieren mit  den  bereits  gemachten  Erfahrungen  der Arbeitsgruppe 
um Lucke et al[62]. 
Bestätigt durch viele tierexperimentelle und klinische Studien gilt der Einsatz lokal 
applizierter Antibiotika als wichtige Ergänzung in der Therapie offener Frakturen 
als  auch  der  Osteomyelitiden.  Dabei  liegt  ihr  Vorteil  in  der  Maximierung  der 
lokalen Konzentration und in der Minimierung der systemischen Toxizität[71]. Die 
Methode der Verwendung von Antibiotika, die in PMMA inkorporiert wurden, geht 
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auf die Idee von Buchholz und Engelbrecht[53] zurück.  
Trotz der Erfolge des lokalen Einsatzes der Antibiotika in Knochenzement, gilt es 
auch kritische Stimmen zu dieser Verwendung wahrzunehmen. So wird diskutiert, 
ob der verwendete Knochenzement nach der Freisetzung des Wirkstoffes ebenfalls 
als  Fremdkörper  wirkt  und  die  Entstehung  sekundärer  Infektionen  begünstigen 
könnte[71].  Des  Weiteren  wird  die  Bedeutung  von  lokal  appliziertem 
Antibiotikum,  inkorporiert  in  Knochenzement,  als  Ursache  bei  der  möglichen 
Entstehung  von  resistenten  Stämmen  von  Mikroorganismen  diskutiert[52,  71]. 
Nach  der  anfänglich  hohen  Abgabe  an  Antibiotika  verbleibt  für  lange  Zeit  eine 
niedrige  subinhibitorisch  wirkende  Konzentration  an  Antibiotika  im 
Knochenzement  und  im  Bereich  des  Implantates.  Kendall  et  al.  konnten  zeigen, 
dass die Persistenz  von S. epidermidis  und S.aureus  auf Knochenzement,  versetzt 
mit Antibiotika, möglich ist[59, 72]. Außerdem konnten Hendriks et al. in einer in 
vitro  Studie  die  Persistenz  von Mikroorganismen  innerhalb  der  Lücke  zwischen 
Gentamicin‐Knochenzement  und  Knochen  beweisen.  So  konnten  sie  die  geringe 
lokale, noch verbleibende Konzentration an Gentamicin im Knochenzement durch 
eine  entsprechende  Vorbehandlung  des  Zements  in  vitro  simulieren.  Innerhalb 
dieser  Lücke  zwischen  Zement  und  Knochen  konnten  alle  verwendeten 
Mikroorganismen, auch die wenig resistenten Stämme überleben[73]. Vor diesem 
Hintergrund  erscheint  die  Verwendung  von  biodegradierbaren  Materialien,  wie 
der  poly  (D,L  lactid)  Beschichtung,  als  drug­delivery­system  als  besonders 
vielversprechend.  Ihre  Fähigkeiten  als  drug­delivery­sytem  in  Verbindung  mit 
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Antibiotika  konnten  bereits  in  vorhergehenden  Studien[10,  60,  62]  gezeigt 
werden.  Der  Vorteil  im  Zusammenhang  mit  der  Entstehung  von  resistenten 
Stämmen von Mikroorganismen besteht hier  in der kontinuierlich ausreichenden 
Abgabe  von Antibiotika  bis  zum  endgültigen Aufbrauchen  des Carriers  selbst.  So 
konnten Gollwitzer et al. einen  initialen Peak  für die Abgabe von Gentamicin aus 
poly(D,L  lactid)  Beschichtung  mit  einer  weiterhin  kontinuierlichen  Abgabe  an 
Gentamicin  über  den  gesamten  Beobachtungszeitraum  nachweisen[60].  Des 
Weiteren  ermöglicht  diese  Beschichtung  auf  Implantaten  den  Einsatz  eines 
größeren  Spektrums  an  Antibiotika  als  der  Knochenzement  (PMMA).  So  ist  die 
Verwendung auch von  thermolabilen Antibiotika  in dieser Beschichtung möglich, 
da  es  bei  der  Herstellung  der  Beschichtung  nicht  zu  einer  exothermen  Reaktion 
teskommt, wie bei der Herstellung des PMMA‐Knochenzemen [71].  
Neben  den  prophylaktischen  Fähigkeiten  zur  Vermeidung  einer 
implantatassoziierten  Infektion könnte dem Patienten gegebenenfalls ein zweiter 
operativer  Eingriff  zur  Entfernung  möglicher  anderer  drug­delivery­sytems,  wie 
Gentamicin‐Ketten (PMMA) oder Gentamicin‐Knochnezement (PMMA), durch den 
insatz eines biodegradierbaren Trägerstoffes erspart bleiben.  E
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Ein  weiteres  Ziel  dieser  Arbeit  war  die  Beschreibung  der  Entwicklung  und  des 
Verlaufs  einer  Osteomyelitis  in  der  Ratte.  Diese  sollte  anhand  klinischer 
Verlaufskontrollen,  radiologischer  Verlaufskontrollen,  zusätzlicher 
nuklearmedizinischer  Untersuchungen  und  histologischer  Untersuchungen 
beschrieben  werden.  Um  die  verschiedenen  diagnostischen  Methoden  zum 
Nachweis  einer  Osteomyelitis  miteinander  vergleichen  zu  können,  wurden  die 
Tiere,  entsprechend  ihrer  Gruppenzugehörigkeit,  zu  unterschiedlich  definierten 
Zeitpunkten getötet. Im Anschluss daran konnten die Tibiae der Tiere histologisch 
aufgearbeitet  werden.  Bisherige  Arbeiten  zu  diesem  Thema  sahen  eine 
histologische Untersuchung der Tibiae  erst  zur  abschließenden Bestätigung oder 
zum Ausschluss einer  implantatassoziierten  Infektion vor[10, 62, 63, 74]. Um die 
Osteomyelitis,  ihrem  Schweregrad  entsprechend,  einteilen  zu  können,  wurde  in 
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diesen Arbeiten ein histologischer Score, modifiziert nach Petty et al., verwendet. 
Der  Score  verlangt  nach  einer  histologischen  Übersichtsfärbung  des  Knochens 
nach  Masson‐Goldner.  Die  Wertigkeit  dieser  histologischen  Methode  zur 
Diagnostik einer Osteomyelitis im Ratteninfektionsmodell sollte dabei im Vergleich 
mit  klinischen,  radiologischen  und  nuklearmedizinischen  Methoden  evaluiert 
werden.  
Wie  bereits  im  Kapitel  Ergebnisse  beschrieben,  blieben  die  Werte  für  die 
Körpertemperatur  und  das  Körpergewicht  der  Tiere  physiologisch  stabil.  Nach 
einem  initialen  Gewichtsabfall  der  Tiere  aller  Gruppen  stieg  das  Gewicht  aller 
Tiere nach dem siebten postoperativen Tag wieder an. Ebenfalls stabil blieben die 
Werte  für  Hämoglobin,  Hämatokrit  und  die  weißen  Blutkörperchen  (WBC).  Es 
ergab sich für die erhobenen Werte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die 
unterschiedlichen  Untersuchungsgruppen.  Insbesondere  zeigten  die  Tiere  der 
Gruppen  Infektion  und  Infektion+Titan  nicht  den  zu  erwartenden  Anstieg  der 
weißen  Blutkörperchen  (WBC)  im  peripheren  Blut.  Somit  ist  die  in  der  Gruppe 
Infektion+Titan  induzierte Osteomyelitis  als  ein  rein  lokales  Infektionsgeschehen 
zu werten,  ohne den Hinweis  auf  eine  etwaige Generalisation,  da  kein  klinischer 
Hinweis auf ihr Vorliegen erhoben werden konnte. Diese Interpretation deckt sich 
mit  der  Tatsache,  dass  innerhalb  mikrobiologischer  Untersuchungen  in  diesem 
Projekt  keine  Erreger  in  den  Nieren  oder  im  Herzblut  der  infizierten  Tiere 
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gefunden wurden.  
Wie  bereits  in  der  Einleitung  erklärt,  ist  es  häufig  schwierig  die  Diagnose  einer 
implantatassoziierten  Infektion  beziehungsweise  einer  implantatassoziierten 
Osteomyelitis  zu  stellen.  Auffällige  klinische  Befunde  können  fehlen  oder  aber 
nicht  eindeutig  sein.  In  den  meisten  Fällen  wird  aber  auf  der  Grundlage  von 
klinischen  Befunden,  wie  Schmerzen  nach  Implantation  von  Biomaterialien, 
Wundheilungsstörungen,  hoher  CRP‐Anstieg/‐Persistenz,  hoher 
Leukozytenanstieg,  Rötung  und  Überwärmung  ein  chirurgischer  Eingriff  zur 
mikrobiologischen und histopathologischen Sicherung der Diagnose durchgeführt. 
Eine relativ neue Methode zur Sicherung von implantatassoziierten Infektionen in 
Traumapatienten ist der Einsatz der FDG‐PET. 2003 folgerten Schiesser et al , dass 
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die  FDG‐PET  eine  geeignete Methode  zum Nachweis  einer  implantatassoziierten 
Infektion in Traumapatienten sei[49]. Sie führten im Fall von 22 Traumapatienten 
29  FDG‐PET‐Scans  durch.  Bei  den  Patienten  wurde  eine  Infektion  des 
eingebrachten  Fremdkörpers  vermutet.  Die  anschließende  Operation  mit 
Entfernung  des  Implantates  und  der  Gewinnung  von  mikrobiologischen  Proben 
galt dabei als Referenz zu den gewonnenen Ergebnissen aus den PET‐Scans. 14 der 
PET‐Scans waren dabei richtig positiv und 14 richtig negativ. Nur ein Scan war als 
falsch positiv zu werten. Termaat et al. veröffentlichten 2005 eine Metaanalyse zur 
Frage  nach  der  Genauigkeit  der  verschiedenen  bildgebenden  Verfahren  zur 
Diagnostik  einer  chronischen  Osteomyelitis[48].  Im  Ergebnis  ihrer  Analyse 
kommen  auch  sie  zu  der  Schlussfolgerung,  dass  die  FDG‐PET  die  höchste 
diagnostische  Genauigkeit  unter  den  bildgebenden  Verfahren  zur  Diagnose  oder 
o t s . zum Ausschluss einer chronischen Oste myeli is be itzt  
In  Anlehnung  an  diese  Erkenntnisse  sollte  nun  der  Einsatz  der  FDG‐PET  als 
diagnostische  und  beschreibende  Methode  in  dem  von  uns  verwendeten 
Tiermodell  eingesetzt werden. Wie  bereits  im Abschnitt  Ergebnisse  beschrieben, 
zeigte  sich  bereits  bei  den  am  siebten  postoperativen  Tag  durchgeführten  Scans 
eine Mehranreicherung von FDG in den Tibiae der zwei infizierten Tiere gegenüber 
den  Tieren  der  Gruppe  Kontrolle  und  Infektion+Gentamicin.  Diese 
Mehranreicherung  bestätigte  sich  an  den  folgenden  Untersuchungstagen  (siehe 
Abbildung 8, Seite 40). Die abschließende mikrobiologische Diagnostik der Tibiae 
unterstrich  die  nuklearmedizinischen  Ergebnisse.  Insgesamt  ergaben  die 
nuklearmedizinischen Untersuchungen  der  sechs Tiere  in  zwei  Fällen  ein  richtig 
positives  Ergebnis  und  in  4  Fällen  ein  richtig  negatives  Ergebnis.  Der  Nachweis 
r
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einer Osteomyelitis wa  ab dem siebten postoperativen Tag möglich. 
Im  Vergleich  zu  den  durchgeführten  radiologischen  Untersuchungen  und  den 
durchgeführten  histologischen  Untersuchungen  beeindruckt  die  Möglichkeit  des 
früheren Nachweises einer Osteomyelitis  im Ratteninfektionsmodell mittels FDG‐
PET.  Im  Gegensatz  zu  diesen  etablierten  Methoden  kann  bereits  am  siebten 
postoperativen  Tag  der  Verdacht  auf  eine  implantatassoziierte  Infektion  gestellt 
werden. 
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Die  Ergebnisse  der  radiologischen  Untersuchungen  erscheinen  hingegen  in  der 
Frühphase  der  Entzündung  als  weniger  sensitiv.  So  konnte  eine 
implantatassoziierte Osteomyelitis mittels radiologischer Kontrollen erst nach 14 
Tagen erbracht werden. Dem Grad der Knochendestruktion entsprechend wurden 
die  Röntgenbilder  der  Tiere  der  Gruppe  Infektion+Titan  ab  Tag  14  signifikant 
höher  bewertet  als  an  den  vorherigen  Untersuchungstagen.  Die  folgenden 
Untersuchungstage  zeigten  eine  stetige  Progredienz  in  der  Beurteilung  dieser 
Gruppe  durch  die  Gutachter.  Die  Gruppen  Infektion  und  Infektion+Gentamicin 
zeigten  hingegen  keinen  Unterschied  in  der  Bewertung  gegenüber  der  Gruppe 
Kontrolle.  Diese  Tiere  wurden  durchgehend  geringer  bewertet  als  die  Tiere  der 
Gruppe  Infektion+Titan.  Der  sichere  radiologische  Nachweis 
entzündungsbedingter  Knochendestruktionen  lässt  sich  im  Rahmen  des 
durchgeführten Projektes nach 14 Tagen erbringen. Dieses Ergebnis korreliert gut 
mit den Resultaten der Arbeitsgruppe um Lucke et al[63]. Diese konnten ebenfalls 
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nach 14 Tagen Knochendestruktionen nachweisen.  
Die histologische Methode, die Übersichtsfärbung nach Masson‐Goldner und  ihre 
Auswertung  nach  Petty  et  al.[64],  zur  Beurteilung  der  operierten  Tibiae  diente 
bislang ausschließlich dem abschließenden Nachweis oder dem Ausschluss einer 
Osteomyelitis  im  Tiermodell.  So  konnte  die  Destruktion  des  Knochens  mit  der 
applizierten Keimmenge, der Verwendung unterschiedlicher Biomaterialien, oder 
aber  der  Verwendung  unterschiedlicher  Beschichtungen  der  Implantate  nach 
einem festen Zeitraum und der Tötung der Tiere evaluiert werden[63, 64, 74]. Die 
Frage  der  Validität  dieser  Methode  auch  zum  früheren  histologischen  Nachweis 
einer Osteomyelitis im Ratteninfektionsmodell sollte in diesem Projekt untersucht 
werden.  Dazu  war  die  nochmalige  Unterteilung  der  Untersuchungsgruppen 
notwendig. Entsprechend ihrer Einteilung wurden jeweils vier Tiere der Gruppen 
Kontrolle, Infektion, Infektion+Titan und Infektion+Gentamicin nach 3, 7, 14 und 28 
Tagen  getötet  und  histologisch  untersucht.  Im  Gegensatz  zur 
nuklearmedizinischen  und  zur  radiologischen  Untersuchung  konnte  dieses 
Verfahren  eine  Osteomyelitis  in  der  Gruppe  Infektion+Titan  erst  nach  28  Tagen 
sicher nachweisen. Die Tiere dieser Gruppe zeigten erst am 28ten postoperativen 
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Tag  ausreichende,  histologisch  nachweisbare  Destruktionen,  um  durch  die 
n et  a nGutachter signifika t höher bewert  zu werden ls alle a deren Gruppen.  
Dieses  Ergebnis  bestätigt  die  Wertigkeit  dieser  Übersichtsfärbung  mit 
anschließender  Begutachtung,  den  Kriterien  nach  Petty  et  al.  entsprechend,  zur 
abschließenden  Beschreibung  einer  entzündungsbedingten  Knochendestruktion 
nach einem Zeitraum von 28 Tagen.  
Hingegen  ist  ihr  Einsatz  als Mittel  des  frühen Nachweises  einer Osteomyelitis  in 
einem Tiermodell nur schlecht geeignet. Mit Hilfe dieser Übersichtsfärbung  ist es 
nicht  möglich,  frühe  Entzündungsprozesse  darzustellen.  Sie  ist  erst  ausreichend 
sensitiv  nach  dem  Auftreten  knöcherner  Destruktionen,  wie  zum  Beispiel 
Osteolysen,  oder  appositionellem  Knochenanbau.  Ihr  Einsatz  bleibt  auf  die 
abschließende  Evaluation  der  Entzündung  nach  Ablauf  des 
Untersuchungszeitraumes  beschränkt.  Die  Tatsache,  dass  ihr  Einsatz  die 
Untersuchung  der  gesamten  Tibia  und  damit  die  vorherige  Tötung  des  Tieres 
derfor ert, schließt sie als diagnostische Methode für weitere Tierversuche aus.  
Zum  frühen  histologischen  Nachweis  einer  Osteomyelitis  erscheinen  neue 
immunhistologische  Verfahren  sehr  vielversprechend.  Diese  können  auch  ohne 
einen  bereits  aufgetretenen  strukturellen  Schaden  den  Hinweis  auf  ein 
Entzündungsgeschehen geben. Dabei könnte die immunhistologische Färbung des 
Interleukin  1  und  des  Interleukin  6  einen  früheren  Hinweis  auf  eine  Infektion 
geben. Des Weiteren könnte der Einsatz Makrophagen‐spezifischer Antikörper die 
immunhistologischen  Möglichkeiten  ergänzen.  Erste  Versuche  mit  diesen 
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Methoden erscheinen äußerst vielversprechend. 
In der abschließenden Beurteilung der verwendeten diagnostischen Verfahren  in 
diesem  Tiermodell  muss  die  Fähigkeit  der  FDG‐PET,  eine  implantatassoziierte 
Infektion  nach  bereits  sieben  Tagen  anzuzeigen,  nochmals  betont  werden. 
Hingegen wird  ihre  klinische Anwendung weiterhin  nur  in  Ausnahmen  erfolgen. 
Gründe  dafür  sind  zum  einen  die  Strahlenbelastung  des  Patienten,  zum  anderen 
der enorme zeitliche, personelle und finanzielle Aufwand.  
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Trotz  einer  im  klinischen  Einsatz  beschrieben  diagnostischen  Lücke  für  den 
Nachweis  einer  Osteomyelitis  von  bis  zu  21  Tagen[17,  44],  behält  die 
konventionelle  Radiologie  weiterhin  ihren  hohen  Stellenwert  in  der  Darstellung 
implantatassoziierter Infektionen. In diesem Tiermodell bot sie die Möglichkeit die 
Infektion bereits nach zwei Wochen valide anzuzeigen. Sie ist im klinischen Alltag 
ständig  verfügbar  und  bildet  gemeinsam  mit  klinischen  Hinweisen  und 
mikrobiologischen  Nachweisverfahren  die  Basis  der  Diagnostik  einer 
steomyelitis.  O
 
Das  vorgestellte  Tiermodell  und  das  verwendete  Beschichtungsverfahren  zur 
Prophylaxe einer  implantatassoziierten Infektion wird  in Zukunft die Möglichkeit 
bieten weitere Fragestellungen zu klären. So wird neben der Prophylaxe auch die 
Frage  nach  einer  verbesserten  Therapie  der  Osteomyelitis  in  diesem  Modell  zu 
bearbeiten  sein.  Der  Einsatz  anderer  Antibiotika  oder  der  Einsatz  von 
Antibiotikakombinationen  innerhalb  dieser  Beschichtung  könnte  mit  diesem 
Tiermodell ebenfalls evaluiert werden. 
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5. Zusammenfassung 
Jede  Operation,  die  das  Einbringen  von  Fremdmaterialien  in  den  menschlichen 
Körper erfordert, steigert das Risiko der Entstehung einer Infektion. Im Fall einer 
bakteriellen  Kontamination,  insbesondere  nach  offenen  Frakturen,  können 
Bakterien  auf  diesen  Materialien  adhärieren.  Somit  kann  die  notwendige 
Verwendung  dieser  stabilisierenden  Materialien  zur  Entstehung  einer  Infektion 
beitragen. 
Die Konsequenzen dieser  Infektionen können  für den Patienten dramatisch  sein. 
Eine  verlängerte  Hospitalisation, mehrere  Revisionseingriffe,  die  Entfernung  der 
verwendeten Materialien, eine Amputation der betroffenen Extremität als auch ein 
tödlicher Ausgang sind möglich. 
Vor  diesem Hintergrund  kommt  insbesondere  der  Prophylaxe  und  der  früheren 
Diagnostik einer implantatassoziierten Infektion eine entscheidende Rolle zu. 
Ziel  dieser  Studie  war  zunächst  die  Etablierung  eines  validen  Infektionsmodells 
der  Tibia  in  der  Ratte.  Innerhalb  dieses  Modells  sollte  die  Abhängigkeit  der 
Infektion von der Applikation eines verwendeten Titanmarknagels gezeigt werden. 
Ebenfalls  galt  es  die  prophylaktische  Wirkung  eines  gentamicinbeschichteten 
Titanmarknagels  auf  die  Entstehung  einer  Osteomyelitis  zu  zeigen.  Desweiteren 
sollten  die  verschiedenen  diagnostischen  Methoden  zum  Nachweis  einer 
Osteomyelitis  miteinander  verglichen  werden.  Zu  diesem  Zweck  wurde  der 
Nachweis  einer  implantatassoziierten  Infektion  in  der  Ratte  mittels  FDG‐PET 
erprobt.  Außerdem wurden  typische Nachweismethoden wie  die  Radiologie  und 
die  Histologie  in  diesem  Projekt  auf  ihre  Fähigkeit  hin  untersucht,  eine 
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Osteomyelitis frühzeitig anzuzeigen.
Zusammenfassend  zeigte  sich  eine  Abhängigkeit  der  Entstehung  einer  Infektion 
von  einem  implantierten  Fremdkörper.  Ohne  Fremdkörper  war  keine  Infektion 
induzierbar.  Ebenfalls  konnte  die  Wertigkeit  einer  Implantatbeschichtung  zur 
Prophylaxe der Infektion bestätigt werden. Die PET ist in der Lage bereits nach 7 
Tagen post op eine  implantatassoziierte  Infektion darzustellen. Radiologisch war 
dieser Nachweis erst nach 14 Tagen zu erbringen, histologisch sogar erst nach 28 
Tagen.
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